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要旨 
水環境（上水、下水など）の安全性の監視の手段として、さまざまな生物を用いる試み
がこれまでになされてきている。たとえば、生物を用いた水質モニタリング法や、環境中
に存在する有害物質を生物を用いて検出する方法などが提唱されている。しかし、これら
の方法の多くは、実用レベルに耐えうる十分な性能を持っているとは言いがたいのが現状
である。特に水質の監視に関しては、用いられる生物の有害物質に対する感度が環境基準
値に比べて 10～1,000倍以上低く、また反応時間が２時間から数十時間以上を必要とするな
どの問題がある。そこで本研究では、原生生物ハリタイヨウチュウRaphidiophrys contracti-
lisを用いた水質モニタリング法を開発し、その原理に関する解析と、実用化に向けての問
題点について検討した。 
ハリタイヨウチュウが重金属に鋭敏に反応を示すことが先行研究（Khan et al.,  2006）に
より知られていたので、この生物を用いた水質モニタリングシステムの試験的開発を行っ
た。ハリタイヨウチュウは細胞体から長く放射状に伸びた多数の細胞突起（軸足）を持
ち、底面に固着する性質がある。軸足の長さは、水質の変化に応じて変化することが知ら
れている。本研究では、最初に、位相差顕微鏡を用いてハリタイヨウチュウの軸足の長さ
の変化をモニターする装置を作製した。まず、ハリタイヨウチュウを入れた測定セルを位
相差顕微鏡に設置し、デジタルビデオカメラで映像を撮影した。得られたビデオ画像か
ら、コンピュータによる画像処理により、軸足の長さと軸足の示す位相差シグナルの強度
を測定し、生物毒性の指標として利用した。その結果、軸足は水銀イオンなどの毒物に鋭
敏に反応して短縮するが、それに先立ち位相差シグナルの強度が数分以内に顕著に減少す
ることがわかった。すなわち、軸足の短縮より早く生じる何らかの軸足内の変化を位相差
シグナルとして検出することができたことになる。これは、従来から使用されている魚類
などを用いた生物モニタリング法が毒物の検出に数時間を要する方法であることと比較す
ると、はるかに高速であり、ハリタイヨウチュウの反応性が極めて鋭敏であることを示し
ていた。しかし、この位相差顕微鏡を用いた方法では、視野や焦点を常に細かく調節し続
ける必要があった。このような操作性における難点は、モニタリングを自動化することを
考える場合の大きな障壁であり、最終的にこの方法による実用化は困難であると判断し
た。 
次に、ハリタイヨウチュウを用いる新たな水質モニタリングの方法を考案した。水質の
変化により軸足が短縮したハリタイヨウチュウは基底面から剥離し、水流と共に流れ去
る。そこで、一定の流速の試料水の中で基底面に接着し続けているハリタイヨウチュウの
細胞数を計測すれば、その減少により水質の悪化が判定できると考えた。この方法ではハ
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リタイヨウチュウを高倍率に拡大する必要がないので、顕微鏡を必要としない。そのた
め、安価で操作性に優れた装置が作製可能となった。この装置では、ハリタイヨウチュウ
をガラスの基底面上に定着させた測定セルをCCDカメラの上部に設置し、装置に組み込ん
だAndroidマイコンボードを用いた画像処理により画面内の細胞数を算出した。この装置
に試料水（1 mg/L HgCl2）を流入したところ、試料水流入後約 50分でほぼすべての細胞が
基底面から離脱していく様子を、リアルタイムで追跡できた。この方法は、位相差顕微鏡
を用いた方法と比較すると鋭敏さでは若干劣るものの、従来のモニタリング方法と比べる
と十分に高い感度を持つことがわかった。また、この装置は安価（材料費のみでは一台数
万円）に製作でき、視野や焦点を厳密に選択・調整する必要がないので、実用化に適した
方法であった。様々な重金属に対する反応性を調べた結果、本装置は特に水銀イオンに対
して鋭敏な反応性を有し、検出限界は 1 μMで、検出に必要な処理時間は 5分間以下であっ
た。一方、鉛イオン等の他の重金属に対してはおおむね 100 μM以上の濃度で検出が可能
だったが、水質の異常を検知するためには 40分以上の処理時間が必要であった。今後は重
金属が複数含まれた場合について実験が必要と思われる。 
ハリタイヨウチュウが水銀イオンに対して特に鋭敏に反応することの生物学的背景を解
析する目的で、以下の実験を行った。まず、基底面に付着している細胞がどの様に離脱す
るのかについて観察した。その結果、基底面に接着しているハリタイヨウチュウは、水銀
イオン処理により軸足を短縮させるが、軸足は同時に断片化し、それを基底面上に残した
まま、細胞体が流れ去ることがわかった。すなわち、水銀イオンによるハリタイヨウチュ
ウの基底面からの離脱は、基底面に対する細胞の接着性が弱まったためではなく、短縮し
た軸足が断片化することで軸足全体の耐久性が低下した結果であった。水銀イオンによる
軸足の短縮には、細胞外の Ca2+の存在が必須であり、機械刺激受容型カルシウムチャネル
の阻害剤であるガドリニウムイオン（10 µM）により大幅な反応の遅延が引き起こされ
た。ハリタイヨウチュウは餌を捕獲する際に細胞外からの Ca2+の流入が生じ、その結果、
軸足内の微小管の脱重合と軸足の短縮が誘導されることが知られている。また、この反応
もガドリニウムイオンにより阻害されることから、水銀イオンによる軸足の崩壊には、機
械刺激受容型Ca2+チャネルが関与する細胞外からの Ca2+の軸足内への流入が関与している
ことが示唆された。 
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第１章 ハリタイヨウチュウを用いた水質モニタリングシステムの開発                                
 1 序論 
 1-1 研究背景と目的 
 上水や下水の水質分析は通常化学分析を用いて行われているが、化学分析では前処理な
どの手順が複雑であり、結果が出るまでに長時間を有する。水質中の一つ一つの物質や含
有量が不明でも、水質全体としての有害性が短時間で容易に判断できることが望ましいこ
とから、これまで様々な生物を用いた水質モニタリング方法が検討され、数多く報告（た
とえば「水環境ハンドブック（日本水環境学会編, 2006）」を参照）されている。すなわ
ち、検査対象となる試料水が注入された水槽に金魚、コイ、フナなどの魚類に代表される
水棲生物を飼育し、一定時間経過後のこれらの水棲生物の挙動や致死率から水質異常を検
出する水質検査システム（Cairns et al., 1973, Kang et al., 2009, Liao, et al., 2012, Huang et al., 
2014）や生態信号を利用したバイオアッセイシステム（寺脇ら、2011）、呼吸波計測に基
づいた計測（来山ら、2012）などがある。また、ミジンコを用いた毒物の検出システム
（Jeong et al., 2014）もある。さらに硝化菌や鉄酸化菌などを固定化した微生物膜を溶存酸
素電極に装着したセンサーを用いて硝化菌や鉄酸化菌がそれぞれアンモニア、鉄を酸化す
る際に消費される溶存酸素を検出し、試料水における溶存酸素の変化をモニタリングする
ことで毒性物質の混入を判定する水質検査システム（津森ら、2004）がある。しかし、こ
れらの実用化されている生物モニタリング方法では、①生物材料を準備・飼育することに
時間と経費がかかる、②生物の運動変化をモニタリングするための複雑な装置が必要であ
る、③生物の示す変化を確認するために少なくとも数十分程度の時間を要する、④汚染物
質に対する感知度が低い、等の難点がある。      
 本研究では、重金属に鋭敏に反応を示し安価で培養が容易な原生生物の一種ハリタイヨ
ウチュウを用いた水質モニタリングシステムの試験開発を行った。原生生物の中でもハリ
タイヨウチュウは、底面に固着する性質を持つ。通常はほとんど運動することはなく、水
底に定着し、エサとなる他の生物が近寄るのを待っている。エサを捕獲するためには、細
胞体から長く放射状に伸びた多数の細胞突起（軸足）を用いるが、水質の化学成分の変化
に応じて軸足の長さが変化することが古くから知られている(Kinoshita et al.,  1995)。このよ
うな細胞突起の形態変化を指標とすれば、①短時間かつ安価に生物材料を準備できる、②
基本的に動かない生物であることからモニタリングが簡便である、③短時間（数分）で水
質の判定が可能である、④他の生物に比べて有害物質の感度が高い、⑤原生生物であるこ
とから装置が小型化となる、⑥細胞の大量培養が可能であり簡単な供給が可能である、等
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のことから優れた水質モニタリングの開発が可能であると考えた。  
 
 1-2 原生生物ハリタイヨウチュウ Raphidiophrys contractilis  
図1-1 本研究に用いたハリタイ
ヨウチュウがエサの鞭毛虫を捕
獲しているところの光学顕微鏡
写真。 
20μm 
餌の鞭毛虫 
図1-2 ハリタイヨウチュウが示す軸足（矢印）の短縮現象。 
写真は、機械的刺激を与える前（A）、刺激後5秒（B）、刺激後10秒（C）、刺激後20秒（D）に撮影
した。刺激後20秒で、正常の長さのほぼ50%にまで再伸長している。スケールバーは、刻印間が10 
µmである。 
 ハリタイヨウチュウの細胞は、球形またはそれに近い形
である。細胞から多数の軸足を放射状に出し、軸足の先端
は針状に細くなっている(図1-1）。浮遊生活をすることは
あまりなく、水草の間や水底の泥の上などで底生生活し、
ほとんど動かない生物である。淡水・汽水域に生息し、清
浄な水環境の指標生物である。軸足を用いて捕食する。軸
足は有害物質により短縮することが報告されている。軸足
は機械的あるいは電気的刺激が与えられると瞬間的に完全
に短縮し、その後ゆっくりと再伸長する。軸足の同様の短
縮現象は、ハリタイヨウチュウが餌を捕獲する際にも認め
られる（Khan et al., 2003, Kinoshita et al., 1995）(図1-2）。 
本研究のバイオモニタリングでハリタイヨウチュウを用い
る理由は、①基底面に対する接着性が高い、②培養法が確
立している、③毒物に対して鋭敏に反応すること（Khan et 
al.,  2006）が挙げられる。 
軸足 
A B C D 
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 1-3 水質モニタリングに用いられる生物に及ぼす重金属イオンの影響 
 日本の水道の水質基準は、水道法によって水質中に含まれる化学物質項目とその許容濃
度の基準が定めてある（表1-1）。なかでも水銀及びその化合物の基準値は、0.0005 mg/l 
と低い値で規制されている。 
 既存化学物質安全評価シートより重金属イオンの生態毒性を表1-2から表1-5に示す。水
銀イオン表1-2、カドミウムイオン表1-3、鉛イオン表1-4、砒素イオン表1-5の通りであ
る。これらの表から、藻類・甲殻類・魚類は影響指標からすると24時間から96時間を有
し、水道の水質基準の基準値より100倍以上の濃度から反応することが分かる。 
  
項目名 基準値 種別 (備考) 
カドミウム及びその化合物 0.003 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
水銀及びその化合物 0.0005 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
セレン及びその化合物 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
鉛及びその化合物 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
砒素及びその化合物 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
六価クロム化合物 0.05 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
シアン化合物イオン及び塩化シアン 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
表1-1 水道の水質基準項目と基準値 (抜粋） 
水道法第４条に基づく水質基準(厚生労働省） 
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分類 生物名 LC50 (mg/l) （暴露時間） 
EC50 (mg/l) 
（暴露時間）: 影響指標 
OECD 
毒性区分 
藻類 Scenedesumus quadricauda1) 
(セネデスムス) 
Selenastrum capricornutum1) 
(セレナストラム) 
  0.030(96-h) : 増殖阻害 
  
0.059(96-h) : 増殖阻害 
  
急性カテゴリー1 に
相当 
急性カテゴリー1 に
相当 
甲殻類 Daphnia magna2) 
(オオミジンコ) 
0.005(48-h) 
  
  急性カテゴリー1 に
相当(評価指標が 
異なる) 
魚類 Oncorhynchus mykiss2) 
(ニジマス) 
Oncorhynchus mykiss2) 
(ニジマス) 
Cyprinus carpio2) 
(コイ) 
Anguilla ostrata2) 
(アメリカウナギ) 
Roccus saxatilis2) 
(ストライプドバス) 
Pimephales promelas1) 
(ファットヘッドミノー) 
Pimephales promelas1) 
(ファットヘッドミノー) 
0.22(96-h) 
  
0.40(96-h) 
  
0.18(96-h) 
  
0.14(96-h) 
  
0.090(96-h) 
  
< 0.00026(41-w) : 
生殖阻害NOEC 
< 0.00023(35-d) : 
成長・生殖阻害
NOEC 
  急性カテゴリー1 に
相当 
急性カテゴリー1 に
相当 
急性カテゴリー1 に
相当 
<推奨生物種以外> 
 
<推奨生物種以外> 
  
表1-2 水銀イオン（HgCl2）の毒性データ 
1) EPA, Ambient Water Quality Criteria for Mercury(1984). 
2) IPCS, Environmental Health Criteria, 86, 48-77(1989). 
－：データなし 
（）内分類：OECDの分類基準値が適応できると仮定した時の分類 
分類基準なし：試験生物種がOECD分類基準の推奨生物種以外 
表1-3 カドミウムイオンの毒性データ 
分類 生物名 LC50 (mg/l) （暴露時間） 
EC50 (mg/l) 
（暴露時間）: 影響指標 
OECD 
毒性区分 
藻類 Chlorella vulgaris3) 
(クロレラ) 
Skeletonema costatum3) 
(スケレトネマ) 
  3.7 (96-h, 塩化カドミウム):増殖
阻害 
0.175(96-h, 塩化カドミウム):増
殖阻害 
(toxic) 
  
分類基準なし 
  
甲殻類 Daphnia magna4) 
(オオミジンコ) 
Daphnia magna4) 
(オオミジンコ) 
Smocephalus serrulatus4) 
(トガリオカメミジンコ) 
Crangon septemspinosa5) 
(エビジャコ) 
3.28(48-h 酸化 
カドミウム) 
－ 
  
0.0035(48-h, 
硝酸カドミウム) 
0.32(96-h, 
塩化カドミウム) 
－ 
  
0.12 (24-h, 硝酸カドミウム):遊
泳阻害 
－ 
  
－ 
  
(toxic) 
  
(very toxic) 
  
(very toxic) 
  
(very toxic) 
  
魚類 Pimephales promelas3) 
(ファットヘッドミノー) 
Pimephalas promielas3) 
(ファットヘッドミノー) 
Pimephales promelas4) 
(ファットヘッドミノー) 
Oncorhynchus mykiss4) 
(ニジマス) 
7.03(96-h 
酸化カドミウム) 
0.08 (96-h, 
塩化カドミウム) 
0.06 (96-h, 
硝酸カドミウム) 
0.003 (96-h, 
硫酸カドミウム) 
  toxic 
  
very toxic 
  
very toxic 
  
very toxic 
  
その他 Asterias forbesi5) 
(ヒトデ) 
0.82(96-h, 
塩化カドミウム) 
  分類基準なし 
3) Hazardous Substances Data Bank(HSDS), U.S.National Library Medicine(1997). 
4) AQUIRE/NUMERICA データベース. 
5) 小林直正, 水汚染の生物検定, サイエンティスト社(1985). 
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分類 生物名 LC50 (mg/l) （暴露時間） 
EC50 (mg/l) 
（暴露時間）: 影響指標 
OECD 
毒性区分 
甲殻類 Daphnia magna7) 
(オオミジンコ) 
Daphnia magna6) 
(オオミジンコ) 
  
Daphnia magna6) 
(オオミジンコ) 
388(48-h, 酸化鉛) 
0.45 (48-h, 塩化鉛) 
  
3.61 (48-h, 酢酸鉛) 
  分類基準外 
  
急性カテゴリー1 に
相当(評価指標が異な
る) 
急性カテゴリー2 に
相当(評価指標が異な
る) 
魚類 Pimephale promelas7) 
(ファットヘッドミノー) 
Pimephales promelas6) 
(ファットヘッドミノー) 
Pimephales promelas6) 
(ファットヘッドミノー) 
Lepomis macrochirus6) 
(ブルーギル) 
Lepomis macrochirus6) 
(ブルーギル) 
Poecilia reticulata6) 
(グッピー) 
Oncorhynchus mykiss6) 
(ニジマス) 
Oncorhynchus mykiss6) 
(ニジマス) 
3,486(96-h, 酸化鉛) 
 
5.58 (96-h, 塩化鉛) 
 
482 (96-h, 塩化鉛) 
 
23.8 (96-h, 塩化鉛) 
 
442 (96-h, 塩化鉛) 
 
20.6 (96-h, 塩化鉛) 
 
1.32 (96-h, 塩化鉛) 
 
1.17 (96-h, 塩化鉛) 
  分類基準外 
  
急性カテゴリー2 に
相当 
分類基準外 
  
急性カテゴリー3 に
相当 
分類基準外 
  
急性カテゴリー3 に
相当 
急性カテゴリー2 に
相当 
急性カテゴリー2 に
相当 
表1-4 鉛イオンの毒性データ 
6) IPCS, Environmental Health Criteria 85 (1989). 
7) AQUIRE (US EPA, ECOTOX Database System). 
表1-5 砒素イオンの毒性データ 
分類 生物名 LC50 (mg/l) （暴露時間） 
EC50 (mg/l) 
（暴露時間）: 影響指標 
OECD 
毒性区分 
藻類 Selenasstrum capricornutum6) 
(セレナストルム) 
  30(72-h, AsHNa2O4) : 増殖阻害 急性カテゴリー3 
に相当 
甲殻類 Daphnia magna6) 
(オオミジンコ) 
 
  9.1(48-h, AsNaO2) : 遊泳阻害 
  
  
急性カテゴリー2に相当 
 
魚類 Oncorhynchus gorbuscha2) 
(ピンクサーモン) 
Oncorhynchus mykiss2) 
(ニジマス) 
Tilapia mossanbica2) 
(ティラピア) 
Lepomis machrochirus6) 
(ブルーギル) 
Pimephales promelas6) 
(ファットヘッドミノー) 
Pimephales promelas8) 
(ファットヘッドミノー) 
 
10(96-h, 化学種不
明) 
20.2(96-h, As2O3) 
26.5(96-h, 化学種
不明) 
35.0(96-h, AsNaO2) 
135(96-h, As2O3) 
  
14.1(96-h, AsNaO2) 
15.4(96-h, AsNaO2) 
41.8(96-h, AsNaO2) 
25.6(96-h, AsH-
Na2O4) 
  <推奨生物種以外> 
  
急性カテゴリー3に相当 
<推奨生物種以外> 
  
急性カテゴリー3に相当 
分類基準外 
  
急性カテゴリー3に相当 
急性カテゴリー3に相当 
急性カテゴリー3に相当 
急性カテゴリー3に相当 
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OECDガイドラインについて 
 毒性試験の標準的方法として「OECDテストガイドライン」が用いられることが多い。こ
れは、化学物質の安全性等に関して経済協力開発機構（OECD）が策定した統一的な試験方
法である。OECDテストガイドラインにおいては、生態系の機能に着目して生物群を選定
し、その中で取扱が容易でかつ感受性が比較的高いものを供試生物種として示しており、
その生物種を用いて試験を行うことが推奨されている。生態毒性に関するテストガイドラ
インとしては、現在、以下に示すような種類が提案されている。 
  
・TG 201 藻類およびシアノバクテリア生長阻害試験 （改訂版、2011年7月承認）  
・TG 202 ミジンコ類急性遊泳阻害試験 （改訂版、2004年11月承認）  
・TG 203 魚類急性毒性試験 （改訂版、1992年7月承認）  
・TG 204 魚類延長毒性試験：14日間 （1984年4月承認）  
・TG 205 鳥類摂餌毒性試験 （1984年4月承認）  
・TG 206 鳥類繁殖試験 （1984年4月承認）  
・TG 207 ミミズ急性毒性試験 （1984年4月承認）  
・TG 208 陸生植物試験（2006年8月承認）  
・TG 209 活性汚泥呼吸阻害試験 （1984年4月承認）  
・TG 210 魚類の初期生活段階毒性試験 （2013年7月承認）  
・TG 211 ミジンコ繁殖試験 （改訂版、2012年10月承認）  
・TG 212 魚類の胚・仔魚期における短期毒性試験 （1998年9月承認）  
・TG 213 ミツバチ急性経口毒性試験 （1998年9月承認）  
・TG 214 ミツバチ急性接触毒性試験 （1998年9月承認）  
・TG 215 魚類稚魚成長毒性試験 （2000年1月承認）  
・TG 216 土壌微生物窒素無機化試験 （2000年1月承認）  
・TG 217 土壌微生物炭素無機化試験 （2000１月承認）  
・TG 218 底質によるユスリカ毒性試験 （2004年11月）  
・TG 219 水質によるユスリカ毒性試験 （2004年11月）  
・TG 220 ヒメミミズ科繁殖試験 （2016年7月）  
・TG 221 ウキクサ生長阻害試験 （2006年7月）  
 など 
これらのうち、急性毒性に関する試験方法の代表的なものは、以下の3種である。 
(1) 藻類およびシアノバクテリア生長阻害試験（TG201） 
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 水系食物連鎖における生産者である藻類（単細胞緑藻類）およびシアノバクテリアを対
象とし、化学物質に72時間暴露した際の藻類およびシアノバクテリアの生長、増殖に及ぼ
す影響を把握する。試験にはSelenastrum capricornutum, Scenedesmus subspicatus, 
Chlorella vulgarisを用いることとされている。 
 一定時間後の生物量又は細胞数を測定し、半数影響濃度EC50、無影響濃度NOECを求める。 
(2) ミジンコ急性遊泳阻害試験（TG202） 
 水系食物連鎖における一次消費者であるミジンコ（推奨種：Daphnia magna）を対象と
し、化学物質に48時間暴露した際のミジンコの遊泳に及ぼす影響を把握する。ミジンコ繁
殖阻害試験の予備試験の役割も有する。 
 24時間、48時間後の行動、生死、異常行動及び外見の変化を観察し、遊泳阻害半数影響
濃度EC50を求める。 
(3) 魚類急性毒性試験（TG203） 
 水系食物連鎖における高次消費者である魚類を対象とし、化学物質に96時間暴露した際
の魚類に及ぼす影響を把握する。試験には、ヒメダカ、ゼブラフィッシュ、ファットヘッ
ドミノー、コイ、グッピー、ブルーギル、ニジマスを用いることが推奨されている。死亡
数を測定し、半数致死濃度LC50を求める。 
 
 OECDガイドラインは、何らかの化学物質にどの程度の毒性があるかを調べるための試験
法であるので、水質検査のバイオモニタリングに直接適用することには無理がある。特
に、OECDガイドラインにおいては、急性毒性を検定する場合においても、最低24時間の
間、化学物質を生物に与えて、その結果を調査することになる。水質のモニタリングにお
いては、測定の迅速さが重要な要因として求められる点が、化学物質の安全性試験と異な
る特徴である。 
 原生生物の淡水の4種類繊毛虫で5種類の重金属に対して急性毒性を示すことも報告
（Madoni and Romeo, 2006）されている。よって、原生生物を用いたモニタリング装置は水
質の安全性の早期確保に重要な役割を担うことが云える。 
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1-4 実用化されているバイオモニタリング装置  
(1)オルセイバー 
 「オルセイバー」は、オルガノ株式会社（〒136-8631 東京都江
東区新砂1-2-8 TEL: 03-5635-5215 E-mail: ebc@organo.co.jp）が
2003年8月から販売している、ヒメダカを用いた上水・専用水道等
のバイオアッセイ水質監視装置（図1-3）である。大きさはw600 × 
d600 × h1,400 mmで、定価は900万円となっている（http://
www.organo.co.jp/news/030820.html）。この装置では、水槽にサ
ンプル水を常時流しつつ、飼っているメダカの動きをCCDカメラで
リアルタイムに監視するとともに、画像解析でメダカの動きを判断
し、運動性が悪くなると警報を発する。監視装置は24時間連続運転
が可能で，インターネットを利用して遠隔監視を行うこともでき
る。用途としては、１）上水取水源の連続水質監視（浄水場、簡易
水道等の取水源、河川湖沼水、地下水、湧水等）、２）専用水道取
水源の連続水質監視（自家水道の安全確保）、３）工場排水の連続監視（排水が安全で あ
る説明としてのアカウンタビリティー実施用）、４）食品・飲料水製造工場等プロセス用
水の連続水質監視（製品の水質安全確保、HACCP対応、ISO14000トレーサビリティー確保
等）があげられている。システムの感度など、詳しいスペックは公開されていない。  
 
(2)ヒメダカを使った高度水質監視装置 
 株式会社 正興電機製作所も、ヒメダカの行動をCCDカメラで観測することによる水質監
視装置を開発し、販売している。基本的にはオルセイバーと似ているが、特徴としては2台
のカメラで魚の行動を追うことにより、魚の行動を3次元解析することによって、魚の回遊
速度・存在位置などを的確に処理することができる点である。九州大学との共同開発によ
り 製 作 さ れ た（http://www.seiko-denki.co.jp/site/htdocs/seibutsu_sensor/
index.htm）。価格は不明である。 
 ヒメダカを用いた同様の商品は、株式会社アニマックス（神戸市東灘区）からも販売さ
れている（http://www.animax-co.jp/suisitukansi.html）。 
 
(3)インテリジェント・アクアティック・バイオモニタリング・システム  
アメリカ陸軍で開発された技術をもとにインテリジェント・オートメーション・コーポ
レーション（Intelligent Automation Corporation, カリフォルニア州ポーウェイ）が実
 
図1-3 オルセイバー 
ヒメダカを用いた上水専
用水道等のバイオアッセ
イ水質監視装置 
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用化した、魚（ブルーギル）を用いる水質監
視システムである（Intelligent  Aquatic 
Monitoring  System）（図 1-4）。価 格 は
45,000ドル（約520万円）からで、今後アメ
リカの12以上の都市に納入される予定とされ
ている。安全上の理由から詳細は秘密となっ
ている。現在、テロ攻撃の対象となる恐れが
強いニューヨーク、ワシントン、サンフラン
シスコの３都市で、給水施設に設置されてい
る。ブルーギルは殺虫剤、シアン化物、水
銀、リン酸塩などの毒物に敏感であり、給水施設のセンサーがブルーギルの心拍数や泳ぎ
方の異常、その他のストレスの兆候を感知すると水質管理者に警告の電子メールと水のサ
ンプルが届く仕組みとなっている。大きさは27”W × 22”D × 34”H（69 × 56 × 86 
cm）で、持ち運びも可能である。中にはブルーギルを入れた水槽が8個入っており、それぞ
れの水槽の上下に設置された電極で、エラの筋肉から発生する電位変化をモニターする。
得られたデータは、LANにより遠隔監視できる。 
（http://www.iac-online.com/Products/product_detail.asp?product_id=71） 
 
(4)コイセンサー  
大阪府水道部で開発され、実際に使用され
ている水質監視システム（図1-5）である。
この装置では、9匹のコイを5つの連続した
水槽に放ち、片側から試料水を流す。最も
上流に位置する水槽でエサを与えることに
よって、コイが上流に集まるように慣らし
ておく。もしも水質に問題が発生したなら
ば、コイは下流に移動することになるの
で、それぞれの水槽のコイの数をモニターすることにより、水質の変化を検知するという
方法である（http://www.pref.osaka.jp/suido/suisitsu/me.html）。2003年に大阪府磯島
取水場でこのシステムに用いられているコイが大量死するという事故が報告されている。
その原因は、コイヘルペスウイルスの感染であったらしい。  
 
 
図1-4 Intelligent Aquatic Monitoring System 
ブルーギルを用いる水質監視システム 
 
図1-5 コイセンサー 
コイの忌避行動で判断する水質モニターシステム 
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(5)メダカとエビの筋電位による自動水質監視装置 
横浜市水道局では、生物の筋肉活動から生
じる微弱な電位（活動量）を監視水槽内の
壁面に取り付けたセンサー電極により連続
測定し、パソコンで制御している（図1-
6）。黒めだか80匹とヤマトヌマエビ40匹を
各々の監視水槽に入れ、あらかじめ設定し
た活動量の上限値を超えると、生物が狂乱
状態であると判断して、予報のアラームを
発する。また、下限値を下回ると、致死状
態であると判断して、警報のアラームを発
し、各アラームが発せられると同時に試料
を採水する。本装置は各取水事務所（3箇
所）、相模原沈殿事務所、各浄水場の原水
（4箇所）と浄水（4箇所）の計12箇所に設
置されている。 
 横浜市ではさらに、河川を模倣した大型
の施設を構築し、魚の忌避行動を応用した
水質監視装置を使用している（図1-7）。こ
こでは、体長約15cmのギンブナ50匹の肩に個体認識が出来るIDタグを取り付け、飼育槽に
放流する。水槽には避難域、検死域、対象域があり、各々センサーが設けられている。こ
の槽にメイン水と対象水から汚染された原水が流入すると、フナは忌避行動を示し、45分
遅れの時間差原水が流入する安全な避難域へと移動する。この忌避行動はセンサーにより
認識され、予め設定した匹数に達すると避難域と検死域の重・軽警報が発せられる。この
設備は横浜市水道局が独自に開発し、他の水系に比較して水質汚染事故が多発する寒川取
水事務所に、自動水質監視装置と共に設置されている（www.city.yokohama.jp/me/suidou/
image/ja/mizu/suishitsu_qa/qa-32.pdf）。 
 
(6)魚類の活動電位モニター  
ユニチカ（http://www.unitika.co.jp/）も、魚類の筋肉の活動電位をモニターすることに
よって水質を連続監視する装置（ユニレリーフL型、Y型）（図1-8）を開発販売している
（http://www.unitika.co.jp/engineering/seihin/compo/fish.htm）。この装置では、毒
 
図1-6 横浜市の自動水質監視装置 
生物の筋肉活動から生じる電位（活動量）を槽内面
に取り付けたセンサー電極により連続測定するシス
テム 
 
図1-7 横浜市の大型水質監視設備 
魚の忌避行動を応用したシステム 
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性物質の流入により魚が狂乱したときにプリアラームが、魚
が致死したときにアラームが作動し、緊急時の水源事故を迅
速に通知する。また、全自動運転で連続監視が可能で、電話
回線等により遠方監視も可能となっている。さらに、自動サ
ンプリング装置で採取された水を分析することにより事故原
因を究明できるようになっている。奈良市水道局にも導入さ
れているらしい。奈良市では、監視に用いる魚としてタナゴ
を 用 い て い る。（http://www1.kcn.ne.jp/~narapwwb/ 
303gyoruikansisouti.htm） この装置の詳細や価格は不明で
ある。 
 
(7)水質監視システム「めだか de モニタ」  
四国電力は、めだかを使って水質を監視する
システムを開発し、販売している（図 1-
9）。水槽内を泳ぐめだかを人の目に代わっ
てCCDカメラで撮り、一匹一匹をパソコンで
画像認識させ、動いているめだかの様子をリ
アルタイムで挙動データとして高速演算処理
し、予め設定した正常時の値を逸脱した挙動
を起こすと、異常判定し警報を出すようになっている。その特徴としては、１）画像処理
により10匹程度のメダカの挙動をリアルタイムで捕らえ、メダカの細かい動きを測定（約
0.1秒ごとに画像を処理）できること、２）異常判定アルゴリズムや警報の発信手法を自由
に選択可であること、３）簡易メンテナンス型水槽（カメラ付）とパソコン（専用ソフト
ウェア）によるシンプルな構成・水槽の形状や魚の種類と数の変更ができること、４）現地
（水槽部）と事務所（パソコン部）が離れていても、画像伝送により、遠隔地の水質を監視で
きること、５）複数の水槽を監視する場合、１台のパソコンによる同時監視できることがあげ
られている。高松市御殿浄水場、高松市浅野浄水場、高松市川添浄水場、徳島県第十浄水場な
どの導入されている（http://www.yonden.co.jp/group/houjin/page_05k.html）。価格は不明であ
る。  
 
(8)硝化細菌バイオセンサー 
 (独)土木研究所と、㈱富士電機アドバンストテクノロジーは、固定化した硝化細菌の呼
 
図1-8 ユニチカの水質監視装置 
魚類の筋肉の活動電位をモニ
ターするシステム 
 
図1-9 めだかdeモニタ 
めだかの挙動で水質異常を判断するシステム 
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吸活性をモニタリングすることにより、対象水中の毒性物質の存在を連続監視する毒物モ
ニターを共同開発した（www.pwri.go.jp/jpn/news/20031015/sensor.pdf）。この装置は、
20分間で結果を出すことができるという利点があり、EC10の値は、OECDガイドラインに準拠
して得られた魚類の毒性データと比較しても優れているものが多い。この装置は、上水・
河川の水質監視装置として全国に約40台既に導入されている。 
 
(9)金魚センサー 
 山口県岩国市では、金魚を用いた監視装置を導入している。この装置は、2006年12月に
朝日新聞でも紹介された。購入価格は2,400万円で、取水装置を備えており、職員が金魚の
行動を24時間体制で監視しているという。岩国市は米軍基地をかかえており、テロ対策に
力を入れているらしい。 
 
(10)ヤリタナゴの運動解析 
 韓国のLeeらにより（Lee et al., 2001）、淡水魚Acheilognathus lanceolata（ヤリタナ
ゴ）の運動をCCDカメラで撮影し、その動きをデジタル化し、解析することにより、水中の
毒物の存在を検知する手法が報告されている。 
 
 以上のようなモニタリング装置が市販され利用されているが、全てにおいて家庭の用の
大型冷蔵庫より大きく機器全体の費用も1000万円以上と高価である。その上、維持管理に
も費用や手間が生じる。原生生物を用いれば、上記の装置に比べより小型で安価、給餌の
必要がなく管理のし易い装置となると考えた。 
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 第２章 水質基準物質項目に対するハリタイヨウチュウの反応性 
2-1 緒言 
 上水道や下水道には水質基準項目と基準濃度が定められている。ハリタイヨウチュウは
重金属に対して軸足が鋭敏に反応することが報告されている（Khan et al.,  2006）。このこ
とから重金属を含む有害物質に対するハリタイヨウチュウの軸足への影響について実験を
行った。表1-1を含む有害物質30項目について濃度を変えて軸足の長さを計測した。      
 
2-2 材料と方法 
 細胞と培養方法 
 本研究では、ハリタイヨウチュウを用いた。ハリタイヨウチュウは、広島市縮景園内の
汽水性の池から採取し、研究室で無菌培養しているもの（Khan et al.,  2006）である。餌
は、クロロゴニウム Chlorogonium capillatum（Sakaguchi et al., 2002）を与えた。 
 300 mLサイズの三角フラスコに、10％人工海水（47 mM NaCl, 1.1 mM KCl, 1.1 mM 
CaCl2･2H2O, 2.5 mM MgCl2･6H2O, 2.5 mM MgSO4･7H2O,  5mM Tris-HCl (pH 7.8) ）と10%ク
ロロゴニウム培地（0.74 mM sodium acetate, 0.01% polypeptone, 0.02% tryptone, 0.02% 
yeast extract,  0.001 mg/ml CaCl2）を加えたものを加圧滅菌（SANYO Labo Autoclave, 
121℃, 20分）した。フラスコを室温で冷まし、無菌培養のハリタイヨウチュウと餌のクロ
ロゴニウムを接種して、培養庫にて培養した。培養庫は20℃に設定し、明暗を白色蛍光灯
で12時間づつ入り切りさせ、約1週間培養した。 
 餌のクロロゴニウムは、50 mlサイズの三角フラスコにクロロゴニウム培地（7.4 mM so-
dium acetate, 0.1% polypeptone, 0.2% tryptone, 0.2% yeast extract,  0.01 mg/ml CaCl2）を加圧滅
菌（SANYO Labo Autoclave, 121℃, 20分）した。そのフラスコを室温で冷まし無菌培養のク
ロロゴニウムを接種して、培養庫にて培養した。培養庫は、20℃に設定し明暗を白色蛍光
灯で12時間づつ入り切りさせ、約1週間培養した。 
 測定方法 
 スライドガラス上にハリタイヨウチュウを培養液ごと載せて軸足を測定し、コントロー
ルとした。ハリタイヨウチュウ細胞の中心から 1個体中最も長い軸足の先端までの長さを
測定した。ハリタイヨウチュウの培養液と各水質基準項目の水溶液の濃度を調節した。20
分後、ハリタイヨウチュウの軸足を微分干渉顕微鏡（Nikon ECLIPSE Ni)で観察し長さ
（μm）を測定した。ハリタイヨウチュウは10個体測定し、その平均値と標準偏差を求め
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た。 
 
2-3 結果 
 水銀の場合、1×10-5 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。砒素では、1×10-4 Mで p > 
0.01有意な差が見られた。鉛の場合、1×10-5 Mで有意な差が見られ、1×10-4 Mで p > 0.01
となった。六価クロムでは、1×10-4 Mで軸足の短縮はあったが有意差はなく、1×10-2 Mで 
p > 0.01有意な差が見られた。シアンでは、1×10-5 Mで軸足の短縮はあったが有意差はな
く、1×10-3 Mで有意な差が見られ、1×10-2 Mで p > 0.01となった。セレンでは、1×10-4 M
で軸足は伸長したが、1×10-2 Mでコントロールと比較して p > 0.01有意な差が見られた。
カドミウムの場合、1×10-4 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。亜鉛の場合、1×10-4 Mで 
p > 0.01と有意な差が見られた。ジクロロ酢酸の場合、1×10-4 Mで p > 0.01と有意な差が見
られた。フッ素の場合、2.5×10-2 Mで有意な差が見られ、5×10-2 Mで p > 0.01となった。
ホルムアルデヒドでは、1×10-4 Mで軸足は伸長したが、1×10-2 Mでコントロールと比較し
て p > 0.01有意な差が見られた。臭素は、0.78×10-3 Mで有意な差が見られた。ブロモホル
ムでは、6.35×10-4 Mで軸足の短縮はあったが有意差はなく、6.35×10-3 Mで p > 0.01有意な
差が見られた。トリクロロ酢酸では、1×10-5 Mで軸足は伸長したが、1×10-3 Mで p > 0.01
有意な差が見られた。ホウ酸は、1×10-3 Mで軸足は伸長したが、1×10-2 Mでコントロール
と比較して有意な差が見られた。ベンゼンは、1×10-3 Mで有意な差が見られ、1×10-2 Mで 
p > 0.01となった。ブロモジクロロメタンは、6.11×10-5 Mで有意な差が見られた。ジクロロ
メタンは、1×10-2 Mで有意な差が見られた。テトラクロロエチレンは、5×10-4 Mで有意な
差が見られた。トリクロロエチレンの場合、4.86×10-3 Mで p > 0.01と有意な差が見られ
た。ジクロロエチレンの場合、2.63×10-3 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。クロロ酢酸
の場合、1×10-3 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。軸足の短縮に有意差のなかった項目
一覧表は表2-1である。そのうちまったく変化がなかったのは、塩素酸と亜硝酸窒素であっ
た。軸足が伸長した物質はクロロホルム、ジオキサン、硝酸態窒素、ジブロモクロロメタ
ン、マンガンだった。 
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2-4 考察 
 ハリタイヨウチュウの軸足の短縮は、コントロールと比較して 30項目中 23項目、有意
差があった。ハリタイヨウチュウの軸足の短縮は揮発性有機化合物にも反応することがわ
かった。クロロホルム、ジオキサン、硝酸態窒素、ジブロモクロロメタン、マンガンの 5
物質（表2-1）は逆に伸長することがわかり、塩素酸と亜硝酸窒素は軸足の変化がないこと
がわかった。軸足は有害物質に対して、短縮や伸長及び無変化を示すことがわかった。軸
足は伸長や無変化を示す有害物質も観察されたことから、有害物質の濃度に依存して単純
に短縮を示すわけではないことがわかった。ハリタイヨウチュウの軸足の変化は、物質に
よって短縮傾向と伸長傾向を示す何らかの要因があると考えらる。 
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図2-1 物質の濃度別軸足の変化１ 
物質別の軸足変化のグラフである。縦軸は軸足の長さを示している。横軸は物質の濃度を示してい
る。物質濃度別に10個体の軸足の長さを測定し、平均値を示した。誤差範囲は標準偏差を表してい
る。＊＊は p < 0.01、＊は  p < 0.05を示している。 
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図2-3 物質の濃度別軸足の変化２ 
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図2-2 物質の濃度別軸足の変化３ 
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軸足の変化を求めた物質項目の内、軸足の短縮変化が観察されなかった項目
の濃度と反応の一覧である。 
物質名 濃度 反応 
クロロホルム 1×10-3 M 軸足が伸長 
ジオキサン 1×10-3 M 軸足が伸長 
塩素酸 9.39×10-3 M 変化なし 
亜硝酸窒素 5×10-2 M 変化なし 
硝酸態窒素 5×10-2 M 軸足が伸長 
ジブロモクロロメタン 4.8×10-5 M 軸足が伸長 
マンガン 1×10-3 M 軸足が伸長 
表2-1 物質別軸足の有意差なし一覧 
＊＊ ＊＊ ＊＊ 
＊＊ 
＊＊ 
＊＊ 
図2-4 物質の濃度別軸足の変化4 
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第３章 ハリタイヨウチュウと他の水質モニタリング生物の比較 
3-1 緒言 
 上水道や下水道の水質分析は通常、化学分析機器を用いて行われるが、化学分析では前
処理などの手順が複雑で長時間を有する。水質中一つ一つの物質や含有量が不明瞭でも、
水質全体としての有害性が短時間で容易に判断できることが望ましいことから、これまで
様々な生物を用いた水質モニタリング方法が検討され一部は実用化(1-4参照）されてきた。
しかし、生物モニタリングには複雑な装置が必要であり、また生物の飼育が困難なこと等
が問題点として指摘されている。本研究は、重金属に鋭敏に反応を示し安価で培養が容易
な原生生物のハリタイヨウチュウと現在水質モニタリングシステムに使用されている魚類
のメダカおよび甲殻類のアルテミアを用いて重金属の反応の比較実験を行った。                         
 
3-2 材料と方法 
 細胞と培養方法 
 本研究は、第２章2-2と同じ培養を方法を用いたハリタイヨウチュウを使用した。アルテ
ミアは、乾燥した卵を50%人工海水で孵化させた。孵化させたアルテミアを20℃のインキュ
ベーター内で48時間経過させた。メダカは、ホームセンターで購入し水槽で1週間以上飼育
したのを用いた。（図3-1） 
 
 測定方法 
 ハリタイヨウチュウは軸足の長さを計測し、メダカとアルテミアは遊泳状況の変化を観察し
た。ハリタイヨウチュウは汽水を用いて軸足を計測したのをコントロールとして用いた。ハリ
タイヨウチュウ1個体につき最も長い軸足を微分干渉顕微鏡（Nikon ECLIPSE Ni)で計測し
た。ハリタイヨウチュウ12個体の内、最長と最短の軸足を除いた10個体の平均を求めた。有害
物質を添加し20分後の軸足をコントロールと同様に計測した。アルテミアは、50%人工海水に
7匹入れ、有害物質を添加しその濃度を調整した。20分後、アルテミアが遊泳できなくな
る、または痙攣しているのを目視で観察し、有害物質の影響反応（％）とした。メダカは
水槽からシャーレに5匹移し、20分間シャーレの環境に慣らして有害物質を添加した。その
泳ぎ方を目視で観察し、動きが停止するまたは体が横になるなど通常の様子と異なるもの
を有害物質の影響反応（％）とした。（図3-2） 
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3-3 結果 
 ハリタイヨウチュウとアルテミア、メダカを用いて有害物質である水銀イオン、砒素イ
オン、鉛イオン、カドミウムイオンの反応実験をした（図3-3）。水銀イオンでは、ハリタ
イヨウチュウは -9乗モル濃度から軸足の短縮が 80％と測定され、-7乗モル濃度では 50％
になった。さらに -6乗モル濃度では軸足の短縮は 15％になった。-6乗モル濃度より濃い
濃度では軸足の短縮は15％にとどまった。メダカは -4乗モル濃度で60％遊泳阻害が見ら
れ、-3乗モル濃度では0％とになり死滅した。アルテミアは -1.5乗モル濃度で 50％の遊泳
阻害が見られ、-1乗モル濃度には 20％を示した。砒素イオンでは、ハリタイヨウチュウは 
-10乗モル濃度から軸足の短縮が 80％と測定され、-7乗モル濃度では 50％になった。さら
に -5乗モル濃度では軸足の短縮は 30％になった。-3乗モル濃度より濃い濃度では軸足の
短縮は10％にとどまった。メダカとアルテミアは-3乗モル濃度で 30％遊泳阻害が見られ、 
-2乗モル濃度では 0％とになり死滅した。鉛イオンでは、ハリタイヨウチュウは -8乗モル
濃度から軸足の短縮が 80％と測定され、-6乗モル濃度では 50％になった。さらに -5乗モ
ル濃度では軸足の短縮は 30％になった。-3乗モル濃度より濃い濃度では軸足の短縮は 
10％にとどまった。メダカは -1乗モル濃度で 50％遊泳阻害が見られ、それ以上の濃度で
は 0％とになり死滅した。アルテミアは -3.5乗モル濃度で 60％の遊泳阻害が見られ、-3
乗モル濃度には 10％を示した。カドミウムイオンでは、ハリタイヨウチュウは -7乗モル
濃度から軸足の短縮が 80％と測定され、-7乗モル濃度では 50％になった。さらに -5乗モ
ル濃度では軸足の短縮は 40％になった。-3乗モル濃度より濃い濃度では軸足の短縮は 
10％にとどまった。メダカは -2乗モル濃度で 90％遊泳阻害が見られ、-1乗モル濃度では 
10％とになりほぼ死滅した。アルテミアは -1.2乗モル濃度で 10％の遊泳阻害が見られ、-
1乗モル濃度には死滅した。 
 水質項目別影響比較（表3-1）からクロロホルム、テトラクロロエチレンおよびブロモホ
ルムはハリタイヨウチュウよりアルテミアの方が低濃度で反応を示した。メダカはハリタ
イヨウチュウやアルテミアよりも高濃度で反応または反応を示さなかった。 
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3-4 考察 
 水銀イオンおよび砒素イオンと鉛イオン、カドミウムイオンの実験結果、どの物質もハ
リタイヨウチュウはアルテミアやメダカより低濃度で軸足の短縮反応を示すことがわかっ
た。ハリタイヨウチュウはメダカやアルテミアよりモニタリング生物として優れているこ
とが云える。表3-1から水銀イオン、砒素イオン、鉛イオン、カドミウムイオンを含む有害
物質 28項目中24項目についてハリタイヨウチュウの軸足は影響を示し軸足を短縮すること
からメダカやアルテミアより有害物質に対する感度が鋭敏であることがわかった。しか
し、上水の水質基準項目の基準値より 10-2 M～10-5 Mと高濃度でEC50を示すことがわかっ
た。だが、ハリタイヨウチュウはメダカやアルテミアより有害物質の低濃度でEC50を示すこ
とから水質モニタリングに適した生物であることが云える。 
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 図3-1 比較対象生物 
原生生物のハリタイヨウチュウ、魚類のメダカ、甲殻類のアル
テミア（ブラインシュリンプ)の写真である。 
図3-2 実験方法 
原生生物 ハリタイヨウチュウ、魚類 メダカ、甲殻類 アルテ
ミア（ブラインシュリンプ)の実験方法のイメージ図である。 
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図3-3  各生物の濃度による比較 
重金属（水銀、ヒ素、鉛、カドミウム）に対する反応性について、各生物（ハリタイヨウチュウ、
アルテミア、メダカ魚）の間で比較実験を行った。横軸はモル濃度を対数表記にした。縦軸はコン
トロールを１００％として表記した。ハリタイヨウチュウは軸足の長さ、アルテミアとメダカは 
通常通りの遊泳状態を100とした。測定の時間は20分である。 
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物質名 
上水の水質基準値 EC50 
mg/L M ﾊﾘﾀｲﾖｳﾁｭｳ メダカ アルテミア 
水銀 0.0005 2.49×10-9 1×10-7 1×10-4 3×10-2 
砒素 0.01 1.33×10-7 3×10-7 5×10-4 5×10-4 
鉛 0.01 4.88×10-8 1×10-6 7×10-2 7×10-4 
六価クロム 0.05 9.62×10-7 5×10-3 nd 5×10-3 
シアン化物イオン 0.01 3.84×10-7 2×10-3 nd 5×10-2 
セレン 0.01 1.27×10-7 2×10-3 nd 4×10-3 
カドミウム 0.003 2.67×10-8 2×10-6 6×10-2 8×10-2 
トリクロロ酢酸 0.2 1.22×10-6 5×10-2 nd 1×10-2 
クロロホルム 0.06 5.03×10-7 > 1×10-2 nd 5×10-2 
1,4-ジオキサン 0.05 5.67×10-7 > 1×10-2 nd > 1×10-1 
ホルムアルデヒド 0.08 2.67×10-6 2×10-3 nd 1×10-1 
フッ化ナトリウム（フッ素
化合物として） 
0.8 4.21×10-5 > 1×10-2 nd 5×10-1 
ジクロロメタン 0.02 2.35×10-7 1×10-2 nd 2×10-2 
クロロ酢酸 0.02 2.14×10-7 5×10-3 nd 2×10-2 
ジクロロ酢酸 0.04 3.10×10-7 1×10-4 nd 1×10-2 
ベンゼン 0.01 1.28×10-7 5×10-3 nd 5×10-3 
ホウ素 1 9.25×10-5 > 1×10-2 nd > 1 
塩素酸 0.6 7.19×10-6 > 1×10-2 nd nd 
臭素酸 0.01 7.82×10-8 > 8×10-3 nd nd 
亜硝酸態窒素 0.04 2.86×10-6 > 3×10-2 nd nd 
硝酸態窒素 10 7.14×10-4 > 3×10-2 nd nd 
ジクロロエチレン 0.04 4.13×10-7 2×10-2 nd nd 
トリクロロエチレン 0.01 7.61×10-8 3×10-3 nd 3×10-3 
テトラクロロエチレン 0.01 6.03×10-8 > 5×10-4 nd 5×10-5 
四塩化炭素 0.002 1.30×10-8 2×10-3 nd 2×10-3 
ブロモホルム 0.09 3.56×10-7 5×10-3 nd 1×10-3 
ブロモジクロロメタン 0.03 1.83×10-7 > 4×10-5 nd > 6×10-4 
ジブロモクロロメタン 0.1 4.80×10-7 > 4×10-5 nd > 5×10-4 
表3-1 水質項目別影響比較表  
EC50で比較した。濃い色は優れていることを現している。ハリタイヨウチュウは軸足の長さが50％になる濃度を
示す。メダカとアルテミアは遊泳阻害が半数観察された濃度を示す。ndは観察できなかったことを示す。 
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第４章 位相差顕微鏡を用いたモニタリング装置の開発 
 
4-1 緒言 
 上水道や下水道の水質分析は通常、化学分析機器を用いて行われるが、化学分析では前
処理などの手順が複雑で長時間を有する。水質中一つ一つの物質や含有量が不明瞭でも、
水質全体としての有害性が短時間で容易に判断できることが望ましいことから、これまで
様々な生物を用いた水質モニタリング方法が検討され一部は実用化(1-4参照）されてき
た。しかし、生物モニタリングには複雑な装置が必要であり、また生物の飼育が困難なこ
と等が問題点として指摘されている。本研究は、重金属に鋭敏に反応を示し安価で培養が
容易な原生生物のハリタイヨウチュウを用いて水質モニタリングシステムの試験開発を
行った。 
 低濃度の重金属イオンに、ハリタイヨウチュウの軸足が短縮すること(Khan et al., 2006)
と、さらに軸足が短くなる際に、軸足から生じる位相差シグナルが減少することを見出し
たことから、これらの現象を利用してた装置と解析プログラムを作成した。                               
 ハリタイヨウチュウを測定用のセルに入れ、位相差顕微鏡を用いて観察を行った。試料
水はペリスタポンプを用いて測定セルに一定の流速で流入し、デジタルビデオカメラによ
りハリタイヨウチュウの映像を撮影した。得られたビデオ画像はコンピュータにより、
Visual Basicを用いたプログラムで解析を行った。顕微鏡画像から、軸足の長さと、軸足の
示す位相差シグナルの強度を示す数値データを抽出した。                         
 
4-2 材料と方法 
 細胞と培養方法 
 本研究では、第２章2-2の方法で Tris-HCl (pH 7.8) を 1 mM にしたハリタイヨウチュウ
を用いた。培養1週間後のフラスコからハリタイヨウチュウの入った培養液を測定セルに注
入して観察に用いた。 
 
 測定セルの構造 
 リング状のシリコンラバー板（内径 20 mm, 厚さ 3 mm）の上下に厚さ 1 mmのガラス板
を置き、全体を金属板で挟み込むことで密閉性の高いセルを作製した（図4-1）。セルには
両側から注射針を送入し、流入・流出口とした。 
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 システム構成 
 倒立位相差顕微鏡(Carl Zeiss Axioverl 25)にデジタルビデオカメラ(Victor KY-F550)
を取り付けパソコンと接続した(図4-2）。測定セルには、無菌的に培養したハリタイヨウ
チュウをシリンジを使って注入した。その測定セルを顕微鏡のステージに乗せ、測定セル
の注射針にチューブをつなげた。ペリスタポンプを用いて一定の流速で試料水を測定セル
内に流入させた。流出側にはフラスコを用意して、排出液を回収した。 
 
 測定方法 
 ハリタイヨウチュウの軸足が顕著に短縮する 2×10-6 Mの塩化第2水銀の試料水を用い
た。測定セル内の細胞に焦点を合わせてデジタルビデオカメラで撮影した。得られたビデ
オ画像をVisual Basicを用いたプログラムで自動的に画像処理した後に、一定の時間間隔で
保存した。保存した画像を元にまず背景処理を行い、画像のバックグランドに存在する汚
れや不均一性を除去した（図4-4 A）。その後、画像の反転処理を行い、画像の明暗を逆転
させた（図4-4 B）。最後に画像の二値化処理を行い、軸足部分のシグナルを抽出した（図
4-4 C）。最終的には画像全体の輝度を合算し、軸足の位相差シグナル値とした。 
 
4-3 結果 
 塩化第２銀処理によるハリタイヨウチュウの軸足の位相差シグナルの変化と軸足長の変
化を図4-5に示す。図中のa-gは、図4-6の位相差顕微鏡写真（上段）と、それを画像処理し
た写真（下段）に対応している。位相差シグナルは、処理開始直後から急激に低下し、処
理開始5分でほとんど消失した。シグナルは、処理後 10分くらいから再び上昇し、処理後 
20分くらいでほぼ最初のレベルにまで回復した。一方、位相差顕微鏡写真から読み取った
軸足の長さは、処理開始後 15分程度まではほとんど変化がなく、その後次第に短縮した。
軸足は短縮に伴い小さい細胞質の塊に分解し、それがビーズ状に残存したものが、強い位
相差シグナルとして観察された。この結果は、軸足の内部に生じた何らかの変化が位相差
シグナルにより鋭敏に検出されたことを示している。 
 図4-6の処理開始直後に認められる位相差シグナルの減少（aとbを比較）は、軸足の短縮
を伴っていないことがわかる。位相差シグナルの強弱は、細胞内外の屈折率の差が減少し
たことを意味しており、おそらく水銀イオンの作用により軸足の細胞膜の透過性が変化し
た結果、軸足内部の細胞質の物質濃度が減少したことを反映している。軸足の短縮に伴
い、軸足の細胞質は断片化した（d-g）。断片化した細胞質は強い位相差シグナルを示した
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が、最終的には断片化した細胞質は細胞体に吸収され、シグナルは再び減少した。           
 
4-4 考察 
 本装置を用いれば、5分程度といった短時間で試料水の有害性を判断することが可能であ
ることがわかった。これは、従来使用されている生物モニタリングの水棲生物を用いた方
法が数時間を要することと比較すると、はるかに高速である（IK Joon KANG et al., 
2009）。しかし、実用化を考えた場合、難点も多い。たとえば、一度に観察できるハリタ
イヨウチュウの個体数が 1～4個と個体数が少ない。観察中に細胞が若干移動するたびに顕
微鏡のステージを移動させ、焦点を合わせる必要がある。また、高価な顕微鏡装置が必要
であり、顕微鏡観察に用いる測定セルは厚さを薄く作成しなければならないために、ハリ
タイヨウチュウを長期間維持できないことが考えられる。簡便なシステムにするには課題
が多い。 
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図4-1 ハリタイヨウチュウを封じ込めて観察と解析に使ったセルの構造図。 
リング状のシリコンラバー板（内径20 mm, 厚さ3 mm）の上下に厚さ1 mmのガラス板を置き、全体を
金属板で挟み込むことで密閉性の高いセルを作製した。セルには両側から注射針を送入し、流入・
流出口とした。このセルを倒立位相差顕微鏡のステージに設置し、画像をCCDカメラで記録した。 
シリコンラバー(3mm) 
注射針 
ガラス板(1mm) 
上面図 
側面図 
20 mm 
金属板 
図4-2 ハリタイヨウチュウの軸足の位相差シグナルを用いたモニタリング装置の全体写真。 
A：倒立位相差顕微鏡の側面写真。①：顕微鏡の鏡筒部。②パソコンのモニター画面。③顕微鏡の試
料ステージ。この部分の拡大図をCに示す。④試料水を送入するためのぺリスタポンプ。B：顕微鏡
を斜め前から撮影した写真。⑤：ビデオカメラ。C：試料ステージにセットされた測定セルの拡大写
真。⑥：測定セル。⑦：試料水の送入チューブ。⑧：試料水の送出チューブ。 
A B C 
① 
② 
③ 
④ 
⑤ 
⑥ 
⑦ 
⑧ 
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図4-3 位相差シグナルを解析するために作成し
た自作ソフトウェアの操作画面。 
このソフトウェアを用いて、CCDカメラより取得
されたハリタイヨウチュウの画像を自動的に画
像処理した後に、一定の時間間隔で保存した。 
図4-4 画像処理のプロセス。 
図4-3で示す自作ソフトウェアで取得した写真は、第一にバックグラウンド処理を行い、画像のバッ
クグラウンドに存在する汚れや不均一性を除去した(A)。その後、画像を反転処理し、画像の明暗を
逆転させた(B)。最後に画像の二値化処理を行い、軸足部分のシグナルを抽出した。最終的に、画像
全体の輝度を合算し、軸足の位相差シグナル値とした。 
元画像の背景処理 反転処理 軸足部分の抽出処理 
A B C 
A B 
a 
b 
b 
a c 
c 
d 
d 
e 
e 
f 
g 
f 
g 
図4-5 2 × 10-6 M HgCl2処理によるハリタイヨウチュウの軸足の位相差シグナルの変化(A)と軸足
の長の変化(B)。 
図中のa-gは、図4-6の位相差顕微鏡写真（上段）と、それを画像処理した写真（下段）に対応して
いる。 
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a b c d 
e f g 
a b c d 
e f g 
図4-6  HgCl2処理によるハリタイヨウチュウの軸足の位相差顕微鏡写真（上段）と、それぞれの画
像を画像処理した結果得られた位相差シグナル画像（下段）。 
それぞれの写真の左上の記号（a-g）は、図4-5のグラフ中に示された時点（処理開始後の秒数は図
の右下に示す）に対応している。 
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第５章 基底面に接着する細胞数を指標とした装置の開発 
 
5-1 緒言 
 ハリタイヨウチュウの軸足が短縮すると基底面への接着力が低下し、基底面に接着でき
なくなった細胞は、水流と共に流れ去る。そこで、水質モニタリングのための新たな原理
として、一定の流速の試料水の中で、基底面に接着し続けているハリタイヨウチュウの細
胞数の変化を指標とする方法を考案した。この方法は、実体顕微鏡レベルの低倍率観察で
き、多数の細胞を同時に計測することが可能である。また、水深の深い測定セルを作製で
きるため、ハリタイヨウチュウを長期間維持できることが考えられた。     
 図4-1の丸形の測定セルを使用した際、内部の水流が渦を巻いてしまい、流速が不均一に
なると共に、一部に吹き溜まりができることから、測定セルの形状の検討も行った。 
 
5-2 材料と方法 
 細胞と培養方法 
 本研究では、第４章4-2の方法と同様に培養したハリタイヨウチュウを用いた。培養1週
間後のフラスコからハリタイヨウチュウの入った培養液を測定セルに注入して測定に用い
た。 
 
 測定セルの構造 
 図4-1の丸形の測定セルでは、水流が不均一になることから、セル内を長方形にし、中心
部では水流が均一になるように設計をした。 
 5mm厚のアクリル板をスライドグラスの大きさ（76mm×26mm）に切断し、その中を長
方形（ 60mm× 15mm）にくり抜き、上下にスライドグラスを置き、グルーで接着したセ
ルを作製した（図5-1）。アクリル板の両側にPTFE（ポリテトラフルオロエチレエン）
チューブ（内径2×外径3mm）を送入し、流入・流出口とした。 
 
 システム構成 
 ハリタイヨウチュウを入れた測定セルを暗視野照明装置付き実体顕微鏡（OlympusSZ61）
のステージに設置した。実体顕微鏡には、CMOSビデオカメラ（SV9M001)を取り付け、その
ビデオ画像をパソコンにより解析し、細胞数をカウントした(図5-2)。画像取り込みソフト
はXCAP-STDを使用し、解析ソフトはScion Imageを使った。測定セルには、試料水をペリス
タポンプで流入させた。実体顕微鏡には、斜め下方より白色LEDによる暗視野照明を与え
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た。測定に用いた面積は、一辺が約1.5 mmの領域で、この中に200-300個体のハリタイヨウ
チュウをあらかじめ付着させておき、ハリタイヨウチュウを無機水銀イオン（ 1mg/L と 
0.1mg/L HgCl2）で処理し、生じた変化を観測した。 
 
 測定方法 
 ハリタイヨウチュウの軸足が有害物質により短縮すると、基底面への接着力が低下し基
底面に接着できなくなった細胞は水流と共に流れ去る。そこで、一定の流速の試料水の中
で基底面に接着し続けているハリタイヨウチュウの個体数をカウントした。モニタリング
装置は、図5-2のように顕微鏡部分と画像解析部分から構成される。実体顕微鏡にはビデオ
カメラを設置し、測定セル内のハリタイヨウチュウ（パソコン画面の白い点）の画像を撮
影する。ハリタイヨウチュウを予め注入した測定セルに汽水をペリスタポンプで流入し、
汽水を満たした状態で一度ポンプを停止させ、20分後再びポンプを用いて汽水を流入し
た。その間、一定のエリア内（一辺が 1.675 mmの正方形）をビデオカメラで撮影し、撮影
画像からハリタイヨウチュウの細胞個体数を求めた。水流は 0.5-1.5 mm/sec試料水には、ハ
リタイヨウチュウの軸足が鋭敏に反応する塩化第２水銀溶液（濃度が 1mg/Lと 0.1mg/L）を
用いた。また、コントロールとして汽水を使用した。 
 コントロールは汽水を約250分流した。試料水は、汽水を20分流し、続けて塩化第2水銀
溶液を流入させポンプを止めて20分間暴露した。その後汽水を約195分流した。 
 
5-3 結果 
 この装置で観察した結果が図5-3の画像写真である。画像 aはコントロールの汽水を流し 
画像 bでポンプを止めて、その後濃度 1mg/Lの塩化第２水銀を暴露した。画像 b-dの間、塩
化第２水銀に20分間暴露させ続け、 画像 d以降に汽水を流し始めた。画像 e-hと時間が経過
するに連れて細胞数の減少が観察された。画像 iは汽水を流入させてから2時間後になり、
ほとんどの細胞数が流れ去った。 
 細胞数の変化をグラフに示したのが図5-4である。試料水がコントロールの汽水の場合に
は、細胞個体数の変化はほとんど無かった（赤の線）。しかし、塩化第２水銀の試料水の
場合では、塩化第２水銀の試料水を20分間暴露した後に汽水を流入始めて20分頃から細胞
個体数が濃度依存的に減少した。濃度 1mg/Lの塩化第２水銀は30分後から50分後にかけて
約 50％に減少した。そして約2時間で 20%になり、約2時間半で約 10％の細胞が残った（青
の線）。濃度 0.1mg/Lの塩化第２水銀の場合には、汽水を流し始めて細胞数の上昇が10分
間ほど見られたが 50分後には半数の 60%になり、１時間以降は50%細胞数が減少しその後
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は変化はなかった。 
 
5-4 考察 
 図5-4から、濃度に依存的に水銀イオンの影響を検出できることがわかった。 
 今回開発した装置では、試料水が水銀イオンの場合は暴露後約60分で約 35%の細胞が基
底面から離脱することがわかった。これは、位相差顕微鏡を用いた方法と比較すると鋭敏
さでは劣るものの、軸足の短縮を指標にした方法とはほぼ同程度の性能であり、従来の方
法と比較すると十分に高い感度を持つ方法であることがわかった。この水質監視装置は安
価に製作でき、視野選びおよびハリタイヨウチュウの軸足に焦点を合わせることを必要と
しない。また、測定セルの厚さを薄くする必要がなく、ハリタイヨウチュウも2週間以上は
維持することができ、十分に実用的な装置と考えられた。 
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図5-2．基底面に接着するハリタイヨウチュウの
細胞数を指標とする装置の概略図。 
実体顕微鏡にビデオカメラを接続し、パソコン
で解析した。ペリスタポンプを使用し一定の流
速0.5-1.5 mm/secで試料水を流入した。 
アクリル(5mm） 
上面図 
26mm 
PTFEチューブ(1mm) 
スライドグラス(1mm) 
側面図 
76mm 
図5-1．ハリタイヨウチュウを封じ込めて観察と解析に使ったセルの構造図。 
長方形状のアクリル板（厚さ5 mm）の上下に厚さ1 mmのスライドグラスを置き、グルーで接着した
セルを作製した。セルには両側からPTFEチューブ（内径2×外径3mm）を送入し、流入・流出口とし
た。このセルを実体顕微鏡のステージに設置し、画像をCCDカメラで記録した。 
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図5-3. 1 mg/l HgCl2処理によるハリタイヨウチュウの画像の変化。 
b-dの20分間はHgCl2処理し、この間はポンプは停止させた。その後ポンプを作動させ汽水を流した。 
a b c d 
e f g h 
i j k l 
図5-4. HgCl2処理によるハリタイヨウチュウRaphidiophrys contractilisの細胞数の変化。 
図中のa-lは、図3-3の画像写真に対応している。赤の線は、コントロールとして汽水を流し続けた
結果、約200分後も細胞数に変化はなかった。緑の線は、0.1 mg/l HgCl2処理を0-20分間行い、その
後汽水を流入させた。青の線は、1 mg/l HgCl2処理を0-20分間行い、その後汽水を流入させた。 
 42 
第６章 基底面に接着する細胞数を指標とした装置の開発２ 
 
6-1 緒言 
 第５章の基底面に接着する細胞数を指標とした装置の試作から、基底面に接着した細胞
数の観察ならば、顕微鏡を使わなくともカメラのみで測定が可能と考えられた。倒立顕微
鏡を使用せず小型カメラの撮像素子とレンズを使用した小型な試作機を作製した。 
 モニタリング装置は、小型カメラで測定セル内を撮影し、その画像から細胞個体数を抽
出した。測定セル内にハリタイヨウチュウを満たし、ポンプを使用して汽水を20分流入し
た後、試料水を 20分間流入、さらに汽水を60分流した。その間、1分間隔に撮影し、撮影
画像からハリタイヨウチュウの細胞個体数を求めた。試料水は塩化第２水銀溶液と、コン
トロールとして汽水を使用した。このシステムについては特許の申請を行い、2012年に特
許を取得した（特番：KP06-091）。 
 
6-2 材料と方法 
 細胞と培養方法 
 本研究では、第２章2-2の方法と同様に培養したハリタイヨウチュウを用いた。培養1週
間後のフラスコからハリタイヨウチュウの入った培養液を 50mLチューブに入れ、遠心機
（KUBOTA KN-70）を用いて 1000rpm、5分間遠心し細胞を集めた。集めた細胞溶液を汽
水と混ぜて測定セルに注入し観察に用いた。 
 
 測定セルの構造 
 3mm厚のアクリル板をスライドグラスの大きさ（76mm×26mm）に切断し、長辺から
10mm内側に直径6mmの穴を両側から開けた。さらに中央部分を 26mm× 15mmの長方形に
くり抜いた。6mmの穴のには、市販のプラスチック製のチューブジョイント(VSCV230)を
アクリル接着剤で溶接した(図6-1①）。また、1mm厚のアクリル板をスライドグラスの大
きさ（76mm×26mm）に切断し、その中を長方形（60mm×15mm）にくり抜いた(図6-1
③）。スライドグラス（76mm×26mm）の長辺から 10mm内側に直径 3mmの穴を両側から
開けた(図6-1②）。スライドグラス（76mm×26mm）(図6-1④）の上に③、②、①を重ね
合わせエポキシ樹脂で接着した。 
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 システム構成 
 モニタリング装置は上部のカメラと測定セル、下部の試料水流入ポンプと温度制御装置
の部分に構成した。モニタリング装置とノートパソコンを接続し、ノートパソコンで測定
セルに内のハリタイヨウチュウの細胞数をカウントした(図6-2）。ハリタイヨウチュウを
入れた測定セルをモニタリング装置に内部に設置し(図6-3）、上部からLED照明で測定セル
を照らし、測定セルの下のカメラで撮影をした。試料水の流入は下部でポンプ制御し、温
度制御部分を通過して測定セルに流れ込み、装置の外側へ排出した。今回、試作のポンプ
が安定しなかったので市販のペリスタポンプを使用した。温度制御部分はペルチェ式の市
販キットを用い、温度を 20℃に設定した。この温度制御により、試料水を約 20℃に調整
した。 
 
 測定方法 
 ハリタイヨウチュウの軸足が有害物質により短縮すると、基底面への接着力が低下し基
底面に接着できなくなった細胞は水流と共に流れ去る。そこで、一定の流速の試料水の中
で基底面に接着し続けているハリタイヨウチュウの個体数をカウントした。モニタリング
装置は、図6-2のようにカメラ部分と流入調整ポンプおよび温度調整部分から構成される。
解析にはノートパソコンを使用した(図6-4）。測定セル内のハリタイヨウチュウ（パソコ
ン画面の白い点）の画像を撮影する。各試料水を流す前にあらかじめ汽水を 10分流した。
その後試料水を20分間流入させた後、汽水を 20～40分以上流し続けた。その間、一定のエ
リア内をカメラで5秒間隔で撮影し、撮影画像からハリタイヨウチュウの細胞個体数を求め
た(図6-5）。水流は 0.5-1.5 mm/sec にした。コントロールは汽水を使用した。試料水には、
ハリタイヨウチュウの軸足が鋭敏に反応する水銀イオン、カドミウムイオン、鉛イオン、
ヒ素イオン、セレンイオン、クロムイオン、シアンイオンを濃度別に流入させた。各 3回
測定を行った。 
 
6-3 結果 
 新たなモニタリング装置で観察した結果、試料水がコントロールの汽水の場合には、細
胞個体数の変化はほとんど無かった。水銀イオンの場合は水銀イオン流入に伴い、接着性
がなくなったハリタイヨウチュウは流れ去り、細胞数が減少した。水銀イオンを流し始め
て 10μM や 1μM の高濃度では 5分以内に顕著な個体数の減少が認められた(図6-6）。カ
ドミウムイオン(図6-7）、鉛イオン(図6-8）、ヒ素イオン(図6-9）、セレンイオン(図6-
10）、クロムイオン(図6-11）、シアンイオン(図6-12）を濃度別に流入させたが、細胞数
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の減少は鉛イオンの 1 mM のみ現れた。鉛イオンは 25分以降に細胞数が減少し始めた。45
分後には 35%まで細胞数は減少した。水銀イオンの試料水の場合では、流入直後から濃度 
100 nM は細胞個体数が徐々に減少し始めた。40分後には 50％まで細胞数は減少した。水
銀イオンの濃度 1 μMの 試料水の場合では、5分後に 80％減少し、10分後には 30％まで
減少した。そしてそのまま 30％を示した。水銀イオンの濃度 10μMの 試料水の場合で
は、3分後に 70％減少し、5分後には 40％減少した。7分後には30％まで減少した。そして
そのまま 30％を示した。 
 第５章の実体顕微鏡を用いたハリタイヨウチュウの細胞数を指標としたモニタリング装
置の結果とほぼ類似した。 
 
図6-1．ハリタイヨウチュウを封じ込めて観察と解析に使ったセルの構造図。 
長方形状のアクリル板（厚さ1 mm）の上下に厚さ1 mmのスライドグラスを置き、エポイシ樹脂で接
着したセルを作製した。セルの上部には流入チューブと流出チューブを取り付けるジョイントを貼
付けた。 
アクリル(3mm）① 
アクリル(1mm）③ 
26mm 
上面図 
側面図 
76mm 接着剤:エポキシ樹脂 
スライドグラス(1mm)② 
スライドグラス(1mm)④ 
流出口 流入口 
26mm 
15mm 
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6-4 考察 
 今回の結果から、小型カメラを用いたモニタリング装置でもハリタイヨウチュウの細胞
数を指標とすることが可能なことがわかった。これにより高価な位相差顕微鏡や実体顕微
鏡を用いずともハリタイヨウチュウの細胞数を指標としたモニタリング装置は実用可能と
考えられる。また、本研究で開発した測定セルをカートリッジ式にすることができ、一定
期間毎に交換をすることで常に鋭敏なハリタイヨウチュウで測定が可能になる。 
 鉛イオンの試料水 1 mM の場合、25分遅延して減少傾向をしたことはアーティファクト
とも考えられるが、第２章の軸足の短縮結果から基底面からの離脱に時間がかかったとも
考えられる。また、第２章の結果で軸足の短縮が観察されたカドミウムイオン、ヒ素イオ
ン、セレンイオン、クロムイオン、シアンイオンについて装置では細胞数の減少がなかっ
たことは試料水の流入速度などによる底面からの離脱に原因があると思われる。再度、測
定セルに流入する試料水の流入速度の検討が必要だと考える。さらに今後の実用化に向け
て、その他のイオンについても測定データが必要と思われる。 
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ハリタイヨウチュウ 
ＬＥＤ照明 
カメラ 
測定セル  
 
PC 
流入 流出 
図6-2．モニタリング装置の概略図。 
モニタリング装置とノートパソコンで構成した。装置の内部は、上部にカメラ部分、下部にはポン
プと温度制御部分の2段からなる。黒いアクリル板を加工し装置の外装を作った。 
図6-3．ハリタイヨウチュウを封じ込めてた測定セルとカメラ部分の模式図。 
上部からのLED照明から測定セル内のハリタイヨウチュウを下部のカメラで撮影し、ノートパソコ
ンにて撮影した画像から細胞数をカウントした。 
図6-4．作製した試作機の全体写真。 
装置の大きさは、幅30 cm、高さ20 cm、奥行き15 cmで、内部は、上と下の部分に分かれている。LED
照明でハリチヨウチュウを斜め方向から照明し、一定間隔で静止画像を取得した。得られた画像は、
USBを介してノートパソコン(PC)に送られ、自作のソフトウェアで解析した。 
排出口 
流入口 
PC 
 
 
 
 
    
 
 
  
 
 
  
 
 
LEDライト 
20 ポンプ 
カメラ 
温度制御 
(ペルチェ式) 
測定セル 
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図6-6 ハリタイヨウチュウに及ぼす水銀イオンの効果 
縦軸は接着しているハリタイヨウチュウ細胞の数を、横軸は処理開始後の時間（分）を
示す。水銀イオンの暴露は、0分から20分の間行い、その後水銀イオンを含まない汽水を
流した。 
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Hg(10μM) Hg(1μM) Hg(100nM) Hg(10nM) 10%ASW
細
胞
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（
相
対
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0 30  40 2  -5 
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control 
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図6-5 水銀イオンの影響 
縦軸は接着しているハリタイヨウチュウ細胞の数を、横軸は処理開始後の時間（分）を
示す。緑の円で囲まれた部分がハリタイヨウチュウの細胞体である。 
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図6-7 カドミウムイオンの影響 
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図6-8 鉛イオンの影響 
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図6-9 砒素イオンの影響 
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図6-10 セレンイオンの影響 
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図6-11 クロムイオンの影響 
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図6-12 シアンイオンの影響 
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第７章 モニタリング装置のための微量ポンプの開発 
 
7-1 開発の目的 
 
 本水質モニタリングシステムを稼働させるためには、試料水を一定の流速で長時間装置
内に流入させることのできる小型ポンプが必須であった。ポンプにより送入された試料水
と海水は、９：１の割合で混合する必要があるため、ポンプは2台必要であった。さらに、
本システムでは瞬間的にハリタイヨウチュウの周囲を流れる流速を一定にすることが求め
られており、一定の間隔で高い流速を実現できる間歇的なポンプが必要である。このよう
な条件を満たすポンプは市販されていなかったため、小型・軽量、かつパソコン制御が可
能な小型ポンプを自作した。 
 
 
7-2「三つ指タイプ」ポンプの原理と試作 
 
 ポンプを小型化する方法として、まずチューブポンプの原理を使用することとした。こ
の原理は、プラスチックチューブを圧迫することで、チューブ内の液体を圧迫場所から排
除し、その際に圧迫場所の左右のどちらかをあらかじめ閉塞しておくことで、一方性の水
流を作製するというものである。チューブポンプには様々なタイプのものがあり、一般的
に実験室などで使用されている「ぺリスタポンプ」もその一つである。今回のシステム設
計にあたっては、小型化が可能で間歇水流を行くることを目的として、「三つ指タイプ」
と名付けた新規のポンプ原理を考案した。図7-1にその原理を示す。チューブの三か所を定
期的に順番に圧迫することにより、水流を生じることができる。達成できる瞬間的な流速
は、チューブの内径と圧迫の速度に依存し、総合的な平均流速は、チューブの内径と圧迫
図7-1 微量ポンプの原理（三本指タイプ）。 
チューブの三か所を交互に圧迫することにより、一方
向性（この図の場合には左から右へ）の水流を作り出す
ことができる。 
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図7-3 微量ポンプ（止水弁タイプ）の原理。 
AとCは止水弁（一方向性のダイヤフラム式バルブ）であり、左から右への水流のみを通し、反対方
向の水流は止める役割を果たす。中央のBはチューブを圧迫する装置である。これを間歇的に圧迫す
ることで、一方向性に水流を発生させることができる。 
図7-4 ２台の微量ポンプ（止水弁タイプ）を並列に接続することで実現できる均一な流速を持つポ
ンプ。チューブ圧迫装置AとBとを交互に作動させることで、ポンプAとポンプBの水流を合算させる
と、得られる出力（A+B)は均一な流速となる。 
図7-2 微量ポンプ（三本指タイプ）の試作機。
写真の左下がポンプ本体で、三本のボールペン
芯により、チューブの三か所が交互に圧迫され
る。中央上部は、マイコンボードArduino UNOで
あり、右のブレッドボードに設置されているト
ランジスタ（FET2SK2232）により、間歇的な電
流の供給を可能にしている。Arduino UNOは、
USBケーブルでパソコンに接続してあり、パソ
コン上で作成した制御プログラムをアップ
ロードして使用する。 
(Arduino) 
int gLEDPin = 5; 
int wLEDPin = 2; 
int rLEDPin = 13; 
int bLEDPin = 9; 
void setup() { 
  pinMode(gLEDPin, OUTPUT); 
  pinMode(wLEDPin, OUTPUT); 
  pinMode(rLEDPin, OUTPUT); 
  pinMode(bLEDPin, OUTPUT); 
} 
void loop() { 
  digitalWrite(gLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(wLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(rLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(bLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(gLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(wLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(bLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(rLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
プログラムリスト7-1 微量ポンプ（三本
指タイプ）を作動させるためのArduinoス
ケッチ 
 53 
の頻度に依存する。これらの稼働要因を、コンピュータ制御することで、任意の瞬間流速
と平均流速を達成することが可能となる。 
 実際に作成した試作機では、内径2 mmのシリコンチューブを用い、圧迫するためのレ
バーには、ボールペンの金属芯（直径2 mm）を用いた。レバーを上下させるには、金属ア
クチュエーター（バイオメタルBMF75、直径75 µm）を用いた。バイオメタル（BioMetal:
トキ・コーポレーション株式会社の登録商標）は、Ti-Ni系形状記憶合金を原料にした繊維
状のアクチュエータである。これに電流を流すと収縮する。 通電は８ビットマイコンボー
ドArduinoを用いてプログラム制御を行った。Arduinoの使用法については、小林（2010）
と藤本ら（2010）を参考にした。完成した試作機の外観を図7-2に示す。Arduinoを用いて
ポンプを作動させるプログラム（Arduinoでは、プログラムのソースリストのことを「ス
ケッチ」という）を、プログラムリスト7-1に示す。 
 このようにして実際に試作した「三つ指タイプ」のポンプの性能試験を行ったところ、
十分な送水性能を発揮できることがわかった。しかし、このいくつかの問題点が存在する
図7-5 止水弁タイプポンプユニットの試作設計図。 
チューブ圧迫装置の仕組みは図7-2で採用したものと同じであり、アクチュエータとしてBMF75を用
いている。止水弁（チェックバルブ）やジョイント類は、㈱アイシスの製品を用いた。部品はアク
リル板にねじ止めで固定し、すべての部品が分解可能である。 
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こともわかった。すなわち、 
１）左右端の圧迫が完全でないと水流が逆転した。 
２）左右端のチューブの圧迫には大きな力が必要で、これをArduinoで供給することは困
難であった。 
３）チューブの劣化や異物の付着で、チューブの圧迫効率が影響された。 
４）ポンプを動かすアクチュエータが３台必要で、装置が複雑になった。 
である。これらの問題点を解決するために、新たな原理に基づくポンプを設計した。それ
は、以下に述べる「止水弁タイプ」である。 
 
7-3「止水弁タイプ」ポンプの原理と試作 
 
 このポンプでは、左右の止水弁（一方向性に水流を発生させるダイヤフラム式バルブ、
図7-3, AとCで示す）の中央にチューブを圧迫する装置（B）を置く。これを間歇的に圧迫
することで、一方向性の水流が発生する仕組みである。このポンプでは、左右端の止水部
の開閉を機械的に制御する必要がなく、止水弁が正常に機能する限り、水流が逆流する心
図7-6 ポンプユニットを２基並列に配したポンプの完成組み立て図。 
装置の中央下部には制御用マイコンボードArduino UNOが設置されている。 
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配もない。また、止水部でチューブを圧迫する必要がないので、チューブの劣化や異物の
付着を心配する必要もない。さらに、ポンプを動かすアクチュエーターが１台でよく、装
置が簡単になった。 
 このポンプでは、原理的に水流は間歇的となる。しかし、２台のポンプを並列に配し、
送水の間隔を調整することで、流速の変わらないポンプを実現することも可能である（図7
-4）。実際の水質モニタリング装置では、このような用い方はしなかったが、ポンプとし
ての汎用性を考えた場合には特筆すべき特長であるといえる。 
 この原理に基づく試作ポンプを作製し、性能を試した。具体的には、図7-5で示したよう
なポンプユニットを2基作成(図7-6)し、それぞれのアクチュエータは、Arduinoを用いて制
御(図7-7)した。アクチュエータは、スペースを節約する目的で、プーリーによって約90度
の角度で曲げられ、格納されている。止水弁（一方向性のダイヤフラム式バルブ）とアク
(Arudino) 
const int analogInPin1 = A0; 
const int analogInPin2 = A5; 
const int analogOutPin1 = 9; 
const int analogOutPin2 = 5; 
 
int sensorValue1 = 0; 
int sensorValue2 = 0; 
int outputValue1 = 0; 
int outputValue2 = 0; 
 
void setup() { 
} 
 
void loop() { 
  sensorValue1 = analogRead(analogInPin1);  
  outputValue1 = map(sensorValue1, 0, 1023, 0, 255);   
  analogWrite(analogOutPin1, outputValue1);           
  delay(1000); 
  analogWrite(analogOutPin1, 0); 
  sensorValue2 = analogRead(analogInPin2); 
  outputValue2 = map(sensorValue2, 0, 1023, 0, 255); 
  analogWrite(analogOutPin2, outputValue2);         
  delay(1000); 
  analogWrite(analogOutPin2, 0); 
   
} 
図7-7 止水弁タイプポンプを制御するための
Arduinoスケッチ 
図7-8 Arduinoとアクチュエータの配線模型
と配線図。スケッチ。電流は2台のトランジス
タ（FET2SK2232）に接続されたアクチュエータ
（抵抗R1とR2で示す）に流れ、チューブ圧迫レ
バーを押し下げる。 
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チュエータは、一定期間が経過したら交換するべきものなのでこれらを含めたすべての部
品は接着せず、ネジで固定した。2台のポンプは、一台が試料水用で、もう一台は塩水用で
ある。ポンプの下流で、2つの系統は試料水9：塩水1の割合で合流し、1/10海水となり、最
終的にこの溶液がハリタイヨウチュウの入ったセルに流入することになる。このようにし
て、2種類の溶液をプログラムした容積比で混合し、かつ一定の速度で排出することのでき
るポンプを開発することに成功した。ポンプ全体の大きさは、一辺が15cmの立方体に収ま
る大きさで、重量は約50gと軽く、5 Vの外部電力あるいは乾電池での駆動が可能である。 
 ポンプの性能試験の結果(図7-9)、平均流速（黒の実線）は1.000 ml /5 minであった。一
方、最大の瞬間流速（赤の実線）は 0.2 ml / min x 10.439/0.601 = 3.47 ml / minであった。
もしもポンプの駆動間隔を5.1secから1.1secに変えた場合には平均流速は 0.2 ml/min x 
5.1/1.1 = 0.93 ml / minとなる。ポンプの駆動間隔を5.1 secに設定した場合の流速（単位時
間当たりの流量）は、平均で0.2 ml / minであった。ポンプの駆動間隔は最短で1.1 secにま
図7-9 止水弁タイプポンプの性能試験の結果。 
この測定では、ポンプの駆動間隔を5.1 secに設定している。駆動時の流速は、最大トルクで発生さ
せている（0.1 sec通電）。この値が、このポンプの最大平均流速である。 
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で短縮することが可能であった。この場合の流速は 0.93 ml / minとなり、これがこのポン
プの最大平均流速であった。一方、ポンプを駆動させている時間における瞬間流速は最大
で3.47 ml / minであった。平均流速と瞬間最大流速は、プログラムを変更して、ポンプの駆
動時間と駆動力（圧迫レバーを押し下げる力、つまりアクチュエータにかける電圧）を変
化させることによって自由に変更できた。また、このポンプは少なくとも1週間以上にわ
たって連続運転しても、性能に変化は生じないことも確認できた。この研究で開発したポ
ンプを中心とした新技術は、特許申請中である（特願2011-066400）。 
 
 
7-4 試料水の混合・脱気装置の開発 
 
 試料水はポンプを経て海水と混合され、10%海水溶液(汽水)となる。この段階で、
チューブ中にはどうしても微細な気泡が生じるので、これを除く必要があるので、小型の
撹拌装置に脱気機能を持たせた装置を考案し、作製した(図7-10,図7-11)。これは、小型ス
ターラー（長さ5 mm）の上部に長い筒（高さ約2 cm）を配した装置で、上部より導入され
た試料水は、装置の下部より排出され、ハリタイヨウチュウの入ったセルに導入される。
液体中に混入した気泡は装置の上部の筒中にトラップされる仕組みである。筒中に溜まっ
た気体は、定期的に排出バルブを開けることで排出した。 
 
 
7-5 測定セルの設計と製作 
 
 ハリタイヨウチュウの入った測定セルは、図7-12に示すように、アクリル板とスライド
グラスを組み合わせて作製した。スライドグラスには二か所に直径3 mmの小孔を開け、1 
mm厚のアクリル板をすぺーサーとして、小孔を開けていないスライドグラスとサンドイッ
チ状に貼り合わせて作製した。上部にはさらに厚さ3 mmのアクリル板を貼り合わせ、補強
した。これにより、横幅5 mm、高さ1 mmの細い密閉された通路を作った。セルの上部に
は、流入チューブと流出チューブを取り付けるジョイントを貼り付けた。ジョイントに
は、㈱アイシス製のダイヤフラム式チェックバルブVSCV230をバルブ部分で切断し、流路
にあるバルブの断片を取り除いたものを使用した。ガラスとプラスチックは、よく洗浄・
乾燥させた後に、撥水性エポキシ樹脂（釣り道具を作製するための接着剤として、釣り道
具店で販売しているもの）で貼り合わせ、他はアクリル用接着剤で接着した。このように
して作製した測定セルは、接着剤が完全に乾燥するまで数日間放置した後、流水で洗浄し
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た後に使用した。この測定セルは、基本的には使い捨てタイプの装置として設計したが、
流水でよく洗浄すれば数回は繰り返し使うことができた。 
 
 
7-6 試作した装置を用いた実際の測定 
 
 無菌的に培養したハリタイヨウチュウは、汽水で洗浄した後、測定セル内に導入した。
一定時間（1時間）静置した後に、流入口から汽水を流入して洗浄し、基底面に接着してい
ないハリタイヨウチュウを流し去った。 
 測定は、フリーの言語であるHSP（Hot Soup Processor Ver.  3.3）言語で自作したソフ
トウェアを用いて行った。HSP言語を用いた理由は、この言語が高速かつ高機能な言語で
あり、Windows標準のビデオカメラ画像取得ドライバーを介して取り込まれた画像を自由
に処理できる環境が提供されているからである。作製したソフトウェアをプログラムリス
ト7-2に示す。 
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図7-10 試料水の撹拌・脱気装置。 
小型スターラーの上部に長い筒を配した装置である。試料水は上部より導入され、液体中に混入し
た気泡は装置の上部の筒中にトラップされる。混合された試料水は、装置の下部より排出され、ハ
リタイヨウチュウの入ったセルに導入される。 
図7-11 作製した撹拌・脱気装置 
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図7-12 測定セルの設計図。 
セルは、アクリル板、プラスチック製のチューブジョイントから構成されている。ガラス版とアク
リル板は撥水性エポキシ系接着剤で接着した。プラスチック同士はアクリル接着剤で接着した。 
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; ====================================================== 
; ハリタイヨウチュウ水質監視プログラム HelioSensor ver. 1.0 
;   All rights reserved. Chisato Yoshimura, Oct. 12, 2009.  
; ====================================================== 
 
#include "hspcv.as" 
 
; このプログラムはHPS version 3.2を用いて作成した。 
; 強制終了は「ALT+F4」 
; コマンドの説明は「F1」 
; 実行ファイルを作成して配布する場合にはhspcv.dllを同じフォルダー
に入れること 
; hspcv.asのマニュアルは、¥hsp32¥doclib¥hspcv.txtを参照のこと 
; 測定の間隔は10秒以上に設定すること 
 
 screen 0,640,480,0,0,0 
 screen 2,200,227,0,645,0 ;表示ウィンドウ0の初期化 
 screen 3,200,220,0,645,258 ;表示ウィンドウ0の初期化 
 gsel 2 
 cls 0 
 title "Data monitor" 
 print ""+gettime(0)+"/"+gettime(1)+"/"+gettime(3) 
 hstart=gettime(4) 
 mstart=gettime(5) 
 sstart=gettime(6) 
 print "Program start: "+hstart+":"+mstart+":"+sstart 
 print "Time interval:      sec" 
 pos 115,35 
 tinterval=10 
 input tinterval,40 
 pos 0,65 
 tshift=0 
 gsel 3 
 cls 4 
 title "Time sequence" 
 color 100,200,200  
 pos 20,20 
 line 20,200 
 line 190,200 
 time00=hstart*60*24+mstart*60+sstart; スタート時刻（sec単位） 
 time0=time00-tinterval; 前回測定した時刻 
 pos 0,70 
 gsel 0 
 cls 4 
 title "HelioSensor 1.0" 
 pos 0,0 
 ;button gosub "capture", *camera 
 ;button gosub "binary", *binary 
 ;button gosub "pget", *ppget 
 ;button gosub "c+b+p", *pseq 
 button gosub "start", *pseq2 
 button "end", *pend 
 buffer 1,640,480; 仮想ウィンドウ1を作る  
 stop 
 
*initts ;Time sequence画面の初期化 
 gsel 3 
 cls 4 
 title "Time sequence" 
 color 100,200,200  
 pos 20,20 
 line 20,200 
 line 190,200 
 tshift=tshift+170 
 cposx=20+int(timex/2)-tshift 
 return 
  
*camera; 画像の取り込み 
 cvcapture ;カメラキャプチャ開始 
 gsel 1; ウィンドウ1（仮想ウインドウ）を描画先に指定 
 repeat 10; 画像取り込みを繰り返してLED照明が安定するのを待
つ 
  cvgetcapture 
  cvgetimg 
 loop 
 gsel 0; ウィンドウ0（表示ウインドウ）を描画先に指定 
 cvgetcapture 
 cvsel 0 
 cvflip 
 cvconvert 0 
 cvgetimg; CVバッファの内容をgselで指定したHSPウインドウに
転送 
 cvendcapture 
 return 
 
*binary; 二値化処理 
 cvthreshold CV_THRESH_BINARY,90,254,0 
 cvgetimg; CVバッファの内容をgselで指定したHSPウインドウに
転送 
 return 
 
*ppget; 総画素数の算出 
 gsel 1; ウィンドウ1（仮想ウインドウ）を描画先に指定 
 gcopy 0,0,0,640,480; 表示W0の画像を仮想W1に転送 
 ptotal = 0 
 for py,0,479,1 
 for px,0,639,1 
  pget px,py 
  title ""+ginfo_r 
  if ginfo_r>50 {btns=255} else {btns=0} 
  if ginfo_r>50 {ptotal=ptotal+1} 
  color btns,0,btns 
  pset px,py 
 next 
 gsel 0 
 pos 0,0 
 gcopy 1,0,0,640,480; 仮想W1の画像を表示W0に転送 
 gsel 1 
 next 
 gsel 2 
 timex=time0-time00+tinterval 
 if ginfo_cy>230 {cls} 
 print ""+timex+" "+gettime(4)+":"+gettime(5)+":"+gettime(6)+"   
"+ptotal 
 
 cposy=200-int(ptotal/100) 
 cposx=20+int(timex)-tshift 
 if cposx>190: gosub *initts  
 gsel 3 
 rad=3 
 color 255,255,255 
 circle cposx-rad,cposy-rad,cposx+rad,cposy+rad,1  
 return 
 
*pseq; シングル測定ルーチン  
 gosub *camera 
 gosub *binary 
 gosub *ppget 
 return 
  
*pseq2; 連続測定ルーチン 
 if tinterval<=0: tinterval=10 
 repeat  
 time=gettime(4)*60*24+gettime(5)*60+gettime(6)-time0; 前回の測
定時刻からの経過時間 
 if time>tinterval { 
 gosub *pseq 
 time0=time0+tinterval 
 } 
 wait 100 
 loop 
 return 
 
*pend; プログラムの終了 
 end 
プログラムリスト7-2 画像解析ソフトウェア。 
HSP言語で作成した。市販のUSB-Webカメラで取
得された画像データは、Windows標準装備のビ
デオ画像取り込みドライバーを介してメモ
リーに格納される。このソフトウェアでは、画
面全体の輝度値の総積算値を算出し、それを経
時的に表示する。 
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第８章 ハリタイヨウチュウの軸足が基底面から離脱する条件 
 
8-1 緒言 
ハリタイヨウチュウが水銀イオンに対して特に鋭敏に反応することの生物学的背景を解
析する目的で、基底面に付着している細胞がどの様に離脱するのかについて観察した。そ
の結果、基底面に接着しているハリタイヨウチュウは、水銀イオン処理により軸足を短縮
させるが、軸足は同時に断片化し、それを基底面上に残したまま、細胞体が流れ去ること
がわかった。すなわち、水銀イオンによるハリタイヨウチュウの基底面からの離脱は、基
底面に対する細胞接着が弱まったためではなく、短縮した軸足が断片化することで軸足全
体の耐久性が低下したと考えられる。 
また、ハリタイヨウチュウは餌を捕獲する際に軸足の短縮現象を示す。細胞外からカル
シウムイオンが軸足内の微小管を崩し、軸足を短縮させる(Kahn, et al., 2003）。機械刺激受
容型カルシウムイオンチャネルは餌が接触した場合開き、カルシウムイオンが内部に入り
込むことで微小管が破壊される。同様に水銀イオンによる軸足の短縮も細胞外のカルシウ
ムイオンに依存して生じる現象と考えられる。カルシウムイオンチャネルの阻害剤である
ガドリニウムイオンおよび水銀イオン、カルシウムイオンの有無によって軸足への影響を
開発したモニタリング装置を用いて測定した。 
 
8-2 材料と方法 
（１）ハリタイヨウチュウの軸足の短縮機構 
 細胞と培養方法 
 本研究では、第６章6-2の方法と同様に培養したハリタイヨウチュウを用いた。 
 
 測定セルの構造 
 スライドグラスに粘着テープを貼り、5mm幅の溝を作り、粘着テープの上にワセリンを
塗りカバーグラスを被せる。カバーグラスとスライドグラスの間にハリタイヨウチュウの
溶液を注入した(図8-1)。 
 
 システム構成 
 位相差顕微鏡（Nikon E600）にビデオカメラ（Victor KY-550）を取り付けコンピュータ
に接続した。位相差顕微鏡のステージに測定セルを乗せ測定セル内のハリタイヨウチュウ
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に焦点を合わせた。 
 
 測定方法 
 測定セルは2時間静置させ、ハリタイヨウチュウを測定セルの底面に接着させた。その
後、位相差顕微鏡のステージに測定セルを乗せ、試料水を注入した。試料水はコントロー
ルである汽水と塩化第２水銀（ 10μM ）を用いた。シリンジを使用して試料水を測定セル
に注入し、測定セルの流出側にろ紙を置いた。試料水が流れる様子をビデオ撮影した。 
 
（２）モニタリング装置を用いたハリタイヨウチュウの軸足の短縮条件 
 細胞と培養方法 
 本研究では、第６章6-2の方法と同様に培養したハリタイヨウチュウを用いた。 
 
 測定セルの構造 
 第６章6-2と同様（図6-1）の測定セルを用いた。 
 
 システム構成 
 第６章6-2と同様のシステム構成で行った。 
 
 測定方法 
 第６章6-2と同様のシステム構成で試料水を流入した。試料水はコントロールである汽水
（カルシウムイオン 1.1mM ）および汽水からカルシウムイオンを除いたもの、水銀イオン
（ 1 μM ）、機械刺激性カルシウムイオンチャネルの阻害剤であるガドリニウムイオン
（ 10 μM ）を用いた。各試料水を流入させる前に汽水を流入させた。そして 0分から試料
水が流入するように調節した。 
 
8-3 結果（１） 
 汽水を流入した場合、軸足は一旦短縮するが基底面に接着した状態だった。そして軸足
は接着したまま次第に元の長さに戻った。しかし、10μM水銀イオンが流入すると、軸足は
短縮して流れ去る細胞（図8-2）および軸足が断片化し次第に基底面から細胞体が剥離しも
の（図8-3）とがあった。図8-2の軸足は、顆粒状の形成をしながら短縮した。図8-3は、断
片化した軸足が基底面に接着したままで断片化した状態で残存した写真である。図8-3のA
は水銀イオンを流入させる前である。軸足が放射状に伸びていることがわかる。図8-3のB
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は水銀イオンを流入した直後である。軸足の短縮が起こっていることがわかる。図8-3のC
は流入 9秒後の写真である。軸足が伸び始め、その軸足は流れに沿ってなびいている様子
を示している。図8-3のDは水銀イオン流入 1分20秒後の写真である。顆粒状に軸足が断片
化した状態が見られた。また、細胞体が楕円形に変形した。図8-3のEは顆粒状の軸足の断
片が接着したままで細胞体は流れ去る様子が見られた。水銀イオンを流入して観察した結
果、軸足が断片化して接着したままの状態で留まる細胞と、軸足が短縮して水流と共に流
され去る細胞の2通りの傾向を示した。断片化した軸足と細胞体の模式図が図8-4である。
基底面に接着していた軸足は水銀イオン暴露されると微小管毎断片化してその場に残存す
る。断片化した軸足によって基底面から細胞体が離脱した。 
 
8-3 結果（２） 
 軸足が短縮することの生物学的なメカニズムを調べるために細胞外液のカルシウムイオ
ンおよびガドリニウムイオン、水銀イオンによる影響を検討した（図8-5）。縦軸は細胞数
を示し、横軸は時間（分）を示している。各試料水は 0分から流入させた。図8-5の黒の線
が、水銀イオンによる影響である。2分後から細胞数は減少し始めた。5分後には約 50%に
細胞数は減少した。そして、10分後には約 30%まで細胞数は減少しその後も細胞数の残数
を 30%示し続けた。同じ水銀イオン濃度でもカルシウムイオンがない場合の水色の線は、
細胞数の減少は生じなかった。灰色の線は機械刺激性カルシウムイオンチャネルの阻害剤
であるガドリニウムイオンを流入させた結果である。カルシウムイオンがなく水銀イオン
がある場合の水色の線と同様の結果になった。橙色の線は、水銀イオンにガドリニウムイ
オンを加えた場合で、2分後から細胞数の上昇が測定し 4分後から細胞数の減少を示した。
黒の線の水銀イオンを流入した場合に比べてガドリニウムイオンを添加した場合、細胞数
の減少に遅延が認められた。 
 水色の線のカルシウムイオンがない場合は、水銀イオンが与えられても細胞数の変化は
生じなかった。ガドリニウムイオンがある場合は、水銀イオンの影響が認められ細胞数の
減少が生じた。  
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8-4 考察（１） 
 ハリタイヨウチュウは、餌を捕獲する際に軸足の短縮現象を示す。このことから、細胞
外からのカルシウムイオンが軸足内の微小管を崩し、軸足を短縮させることがわかってい
る(Kahn et al., 2003）。 
 水草や底面に付着する原生生物はツリガネムシVorticellidaeやヒドラHydraなどがある。
ヒドラは自ら放出する分泌物質で接着と剥離をすることが報告されている（Rodrigues et 
al., 2016）。ハリタイヨウチュウの軸足が離脱する様子を模式化したのが図8-4である。軸
足は、基底面に接着いるが水銀イオンによって軸足が断片化し細胞は水流により剥がれて
流された。つまり、軸足の断片化によって基底面から細胞は離脱した。よって、水銀イオ
ンによるハリタイヨウチュウの基底面からの離脱は、軸足の先端での細胞接着が弱まった
結果ではなく、軸足そのものが短縮・崩壊することにより軸足全体の耐久性が低下した結
果であることが考えられる。 
 
8-4 考察（２） 
 ハリタイヨウチュウに餌が接触した場合、カルシウムチャネルは開きカルシウムイオン
が内側に入り、微小管が破壊される。繊毛虫であるゾウリムシParameciumはカルシウムイ
オンチャネルが前方にあることが知られ、環境から機械刺激などが加わると開口する。機
械刺激に対する膜電位変化がカルシウムイオンに関係（平野ら、2005）するとされている
ことと鞭毛虫のクラミドモナスChlamydomonasは電位依存性カルシウムチャネルが局在す
ることから（Fujiu et al., 2011）ハリタイヨウチュウの軸足もカルシウムイオンによるチャ
ネルが存在し機械的刺激に関係して軸足の反応が生じると仮説が立てられる。 
 図8-6はハリタイヨウチュウの軸足の収縮機構の模式図を示した。図8-6Aは通常の汽水状
態でカルシウムイオンが存在する場合、カルシウムイオンチャネルが閉口し軸足が伸びて
いる。図8-6Bは餌の接触による機械的刺激があり、カルシウムイオンチャネルが開口しカ
ルシウムイオンが微小管を切断する。水銀イオンに暴露された場合の図8-6Cは、水銀イオ
ンによってカルシウムイオンチャネルが開口し図8-6Bの給餌の場合と同じ現象を生じると
考えられる。カルシウムイオンが存在しない状態の図8-6Dでは、水銀イオンに暴露されて
カルシウムイオンチャネルは開口するが、カルシウムイオンが存在しないために微小管を
切断しなく、軸足の短縮はされないと考えられる。図8-6Eの図はカルシウムイオンが存在
し、ガドリニウムイオンと水銀イオンに暴露した場合である。図8-5の結果により、水銀イ
オンのみに暴露された場合（黒の線）に比べてガドリニウムイオンも加わると（橙の線）
遅延して細胞数の減少が起こることから、始めはガドリニウムイオンによる阻害が生じる
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が次第に水銀イオンの影響を受けてカルシウムイオンチャネルが開口しカルシウムイオン
が軸足内に流入して微小管を破壊して軸足の短縮および崩壊を起こすと考えられる。 
 今回の研究で、水銀イオンによる軸足の短縮も細胞外のカルシウムイオンに依存して生
じる現象であることと機械刺激受容型カルシウムイオンチャネルの阻害剤であるガドリニ
ウムイオンにより、この現象が部分的に阻害されることがわかった。 
 これらをまとめると、まず今回開発した装置は、軸足の長さや接着力を指標としている
のではなく軸足全体の耐久性を指標として、毒物の効果を見ているということがわかっ
た。また、少なくとも水銀イオンについては、軸足の短縮は、細胞外液中のカルシウムイ
オンを必要とし、おそらく機械的刺激受容性カルシウムチャネルが関与していることが考
えられた。 
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スライドグラス(1mm) 
図8-1 セル構造図 
粘着テープ 
上面 
側面 
5mm 
カバーグラス 
76mm 
試料水 
ろ紙 
粘着テープ 
カバーガラス 
ワセリン 
図8-2 10μM HgCl2 投与後の軸足の収縮（位相差顕微鏡 20倍） 
水銀イオン流入直後の顕微鏡写真。軸速が短縮し接着面から剥離してその後流れ去る細胞
が観察された。 
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図8-3 10μM HgCl2 投与後の軸足の収縮と剥離（位相差顕微鏡 40倍） 
A 水銀イオン流入前、B 水銀イオン流入直後、C 水銀イオン流入 9秒後、D 水銀イオン流入 1分
20秒後、E 水銀イオン流入 1分46秒後である。試料水は左から右に流れている。 
A 水銀イオン流入前 B 水銀イオン流入直後 C 水銀イオン流入 9秒後 
D 水銀イオン流入 1分20秒後 E 水銀イオン流入 1分46秒後 
図8-4 基底面からの離脱、膜断片化する軸足の形態変化模式図 
図8-3のDおよびEの写真から軸足の様子を模式化した図。 
Microtubules 
 
 
Membrane fragmentation 
 
Water flow 
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時 間 ( 分 ) 
Hg2+ 1μM (1.1 mM Ca2+)  
Hg2+ 1μM, Gd3+ 10 μM(1.1 mM Ca2+)  
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細
胞
数
（
相
対
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Gd3+ 10 μM(1.1 mM Ca2+)  
Hg2+ 1μM (0 mM Ca2+)  
図8-5 水銀イオンおよびガドリニウムイオンとカルシウムイオンの影響 
モニタリング装置を使用したハリタイヨウチュウの細胞数の変化について水銀イオンとカルシウ
ムイオンおよびガドリニウムイオンを流入した結果。縦軸は細胞数を％で示し、横軸は時間
（分）を示している。  
図8-6 軸足の収縮機構 模式図 
Aは汽水中の通常状態でカルシウムイオンが含まれている場合、Bは汽水中のカルシウムイオンが
含まれている状態で餌の捕獲を行う場合、Cは汽水中のカルシウムイオンが含まれている状態で水
銀イオンに暴露された場合、Dは汽水中にカルシウムイオンが含まれず水銀イオンに暴露された場
合、Eは汽水中にカルシウムイオンが含まれている状態で水銀イオンとガドリニウムイオンに暴露
された場合。 
Ca2+有(餌の捕獲) Ca2+有(Gd3+, Hg2+有) Ca2+無(Hg2+有) Ca2+有(Hg2+有) Ca2+有(通常状態) 
A B C D E 
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第９章 総括と展望 
 
 ハリタイヨウチュウの軸足に及ぼす無機重金属イオンの効果は 20分という短時間で、
様々な重金属イオンに対して軸足が短縮することが判明した。この結果を整理すると表9-1
のようになる。これまでに報告されている藻類・甲殻類・魚類などのデータと EC50値を比
較すると、ハリタイヨウチュウによる方法は、鉛・砒素において、優れていることがわか
る。特に砒素については、これまでに報告されている最も鋭敏なバイオアッセイ法は、オ
オミジンコの遊泳阻害を指標にしたものであり、AsNaO2に対する 24時間処理における EC50
値が 4.2 mg/mlと報告されている。この値は AsNaO2分子の濃度を示しているので、上水道
の水質基準に用いられる数値と合わせて、As原子のみの濃度に換算すると2.4 mg/mlとな
る。一方、ハリタイヨウチュウにおける検出感度（EC50）は 0.24 mg/mlであるので、感度
が少なくとも 10倍高いといえる。検出感度にEC20値を採用するならば、その値は 
0.0000024 mg/mlとなり、オオミジンコ法の 10万倍鋭敏であることになる。検査のスピー
ドとしては、オオミジンコが 24時間だったものが 20分で検出できるので、72倍のスピー
ドアップになる。その他の重金属イオンに関しても、報告のある最も鋭敏な生物よりは 
EC50において感度が鋭敏でないものの、それらにほぼ匹敵する感度を示している。これまで
の報告は、有害物質に対してすべて 24～96時間の暴露を行った結果を調べている(第1章 1
-3）。ハリタイヨウチュウに対する有害物質の処理がわずか 20分であることを考えると、
これらの結果を簡単に比較することはできないが、ハリタイヨウチュウを用いた手法が重
金属イオンに対して極めて鋭敏な反応性を持つ方法であることは明らかである。 
化合物の種類 HgCl2 CdCl2 Pb(NO3)2 AsCl3 
金属の原子量 200.59 112.411 207.2 74.92 
EC201)（M） 1.0 × 10-9 M 1.6 × 10-7 M 1.0 × 10-8 M 3.2 × 10-5 M 
EC202) 0.00020 mg/l 0.018 mg/l 0.0022 mg/l 0.0000024 mg/l 
EC503)（M） 4.0 × 10-7 M 8.0 × 10-7 M 5.0 × 10-7 M 3.2 × 10-5 M 
EC502) 0.081 mg/l 0.090 mg/l 0.11 mg/l 0. 24 mg/ml 
これまでの報告値4) 0.005-0.40 mg/l 0.003-7.03 mg/l 0.45-482 mg/l 4.2-135 mg/l 
環境基準2) < 0.0005 mg/l < 0.003 mg/l < 0.01 mg/l < 0.01 mg/l 
1)  EC20: 軸足の長さを通常の80%に短縮させる濃度 
2) それぞれの化合物中に含まれる金属についての濃度に換算した値 
3)  EC50: 軸足の長さを通常の50%に短縮させる濃度 
4) 表1-2～1-5による化合物としての値 
表9-1 ハリタイヨウチュウの重金属イオンによる環境影響 
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装置の試作開発 
 低濃度の重金属イオンに、ハリタイヨウチュウの軸足が短縮することから、位相差顕微
鏡を用いて軸足の観察を行った。また、軸足が短くなる際に、軸足から生じる位相差シグ
ナルが減少することを見出した。そこで、これらの現象を利用して水質をモニタリングす
るための装置を試作した。装置は、顕微鏡部分と画像解析部分から構成した。                                
 ハリタイヨウチュウを測定セルに入れ、倒立位相差顕微鏡を用いて観察を行った。試料
水はペリスタポンプを用いて測定セルに一定の流速で導入し、デジタルビデオカメラによ
りハリタイヨウチュウの映像を撮影した。得られたビデオ画像はコンピュータにより、
Visual Basicを用いて自作したプログラムで解析した。顕微鏡画像からは、軸足の長さ
と、軸足の示す位相差シグナルの強度を示す数値データを抽出した。                         
 ハリタイヨウチュウの軸足は、低濃度の無機水銀イオン（2 μM HgCl2）により、顕著に
短縮した。軸足は処理開始後約 8分から徐々に短縮し、約 30分で完全に消失した。一方、
画像の位相差シグナル強度の経時変化を調べると、軸足の長さにはまったく変化の見られ
ないごく初期の段階で、シグナルの減少がすでに認められた。位相差シグナルは、水銀イ
オン処理開始の直後から顕著に減少し、約 5分後にはほとんど消失した。この結果は、軸
足の内部に生じた何らかの変化が位相差シグナルにより鋭敏に検出されたことを示してい
る。以上の結果から、本装置を用いれば、5分程度といった短時間で試料水の有害性を判断
することが可能であることがわかった。これは、従来使用されている生物モニタリングの
水棲生物を用いた方法が数時間を要することと比較すると、はるかに高速である。                               
 この方法は、水質モニタリングとしては極めて鋭敏なものであることがわかったが、実
用化を考えた場合、難点も多い。たとえば、ハリタイヨウチュウが観察中に若干移動する
たびに顕微鏡のステージを移動させ、焦点を合わせる必要がある。また、高価な顕微鏡装
置が必要であり、顕微鏡観察に用いる測定セルは厚さを薄く作成しなければならないため
に、ハリタイヨウチュウを長期間維持できない。これらを考えると、システムの自動・高
速化、またネットワークを介した自動測定を行うためには問題点が多いことが考えられ
る。 
 上述の実験を行っている際に、軸足が短縮するとハリタイヨウチュウの基底面への接着
力が低下することを見出した。基底面に接着できなくなった細胞は、水流と共に流れ去
る。そこで、水質モニタリングのための新たな原理として、一定の流速の試料水の中で、
基底面に接着し続けているハリタイヨウチュウの数の変化を指標とする方法を考案した。
この方法だと、実体顕微鏡レベルの低倍率観察で、しかも多数の細胞を同時に計測するこ
とが可能である。また、水深の深い測定セルを作製できるので、ハリタイヨウチュウを長
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期間維持できる。                                    
 ここで開発した装置は、ハリタイヨウチュウを入れた測定セルを実体顕微鏡下に設置
し、デジタルビデオ画像をパソコンにより解析し、細胞数をカウントした。測定セルに
は、試料水をポンプで流入させた。実体顕微鏡には、斜め下方より白色LEDによる暗視野照
明を与えた。測定に用いた面積は、一辺が約 1.5 mmの領域で、この中に 200-300個体のハ
リタイヨウチュウをあらかじめ付着させておき、上述の位相差顕微鏡を用いたモニタリン
グ装置に試料水を用いたのと同様に、ハリタイヨウチュウを 2×10-6 M HgCl2で処理し、生
じた変化を観測した。その結果、この装置を用いた場合は、処理後約 30分でほぼすべての
細胞が基底面から離脱することがわかった。これは、位相差顕微鏡を用いた方法と比較す
ると鋭敏さでは劣るものの、軸足の短縮を指標にした方法とはほぼ同程度の性能であり、
従来の方法と比較すると十分に高い感度を持つ方法であることがわかった。更に実体顕微
鏡の代わりに Webカメラを使用した最も簡易な装置の開発をした。この水質監視装置は安
価に製作でき、視野選びおよび焦点を合わせることを必要としない。また、測定セルの厚
さを薄くする必要がなく、ハリタイヨウチュウも長期間維持することができ、十分に実用
的であることがわかった。 
 
本研究と他のバイオモニタリング装置との比較 
 本研究の水質モニタリング装置に用いるハリタイヨウチュウと他の装置で使用されてい
る生物の細菌および魚類をセンサーとした装置の比較一覧表が表9-2である。ハリタイヨウ
チュウの装置と魚類を用いた装置は、センサーの構成と生物反応の検出方法が類似してい
る。しかし、細菌を用いた装置は、センサーの構成が固定化微生物膜と溶存酸素電極を用
いており、生物反応の検出は呼吸活性の変化を検出する方法である。応答時間はハリタイ
ヨウチュウを用いた装置が最も検出時間が短い結果となった。検出可能物質については、
それぞれ検出能力の高い物質はあるが、多くの物質に対して検出可能な装置はハリタイヨ
ウチュウを用いた装置であると云える。 
 同様に水質モニタリング装置の外形寸法、重量、電力、価格、メンテナンスおよび導入
範囲についてまとめたのが表9-3である。外形寸法や重量からハリタイヨウチュウの装置は
細菌や魚類を用いた装置に比べ、小型で可搬可能な大きさと重量である。消費電力もハリ
タイヨウチュウの装置は 50W以下で他の装置に比べて省エネルギーで利用できる。価格
は、ハリタイヨウチュウの装置は他の装置に比べ小型で複雑な構造でない分、安く仕上が
ると考えられる。メンテナンスについては細菌を用いた装置では微生物膜の交換や試薬の
交換、装置の配管洗浄が必要となっている。魚類を用いた装置のメンテナンスは、魚類の
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飼育、給餌に水槽や配管の洗浄が必要になる。ハリタイヨウチュウの装置の場合のメンテ
ナンスは、ハリタイヨウチュウを充填したカートリッジの 2-4週間の交換に人工海水の補
充、簡単な配管の洗浄が必要である。メンテナンスに関して比較するとどれも洗浄の手間
はかかるが生物の交換や維持にはハリタイヨウチュウは容易な作業で済む。導入範囲につ
いて、細菌を用いた装置と魚類を用いた装置は浄水場のみ使用が可能となっている。しか
し、ハリタイヨウチュウを用いた装置は図9-1のように上水道のみならず、公共施設や学
校、ビルなどの建物およびオリンピックや国際会議などのイベント会場での使用が可能で
ある。また、多種の有害物資に反応を示すことから、処理済みの下水処理場の排水口や工
場排水口への応用が可能であると考える。 
 本研究のハリタイヨウチュウを用いたモニタリング装置は20分で有害性を検出でき、従
来の装置よりも小型で安価、メンテナンスも容易であるといえる。また、可搬型に可能な
ことからイベントや国際会議などの短期の大規模な会場にも設置、使用が可能である。し
かし、現段階では水銀と鉛以外の有害物質に変化が感知できないことから今後は試料水の
流速について検討が必要である。また、異常時のアラーム機能および化学分析用のサンプ
ル水の確保が必要と考える。 
 
ハリタイヨウチュウの軸足に関して 
 本研究で開発したハリタイヨウチュウを用いた水質モニタリング装置はハリタイヨウ
チュウの軸足全体の耐久性が低下したために細胞の剥離が生じ、細胞数の変化を測定する
システムであることがわかった。ハリタイヨウチュウの剥離のメカニズムについてはこれ
まで給餌の機能しか報告されていない。有害物質に対する反応による軸足の短縮機能につ
いての報告は本研究が初である。ハリタイヨウチュウの軸足は外液にカルシウムイオンの
存在が必要である。通常の場合、カルシウムイオンは外液に含まれているのでカルシウム
イオンチャネルが給餌や有害物質（水銀イオン）による機械的刺激があれば開口し、微小
管が崩壊されて軸足の短縮が起こると云える。 
 他の有害物質に対しても水銀イオンに暴露した場合と同様な反応を示すのか観察する必
要があると考える。また、どの有害物質に暴露してもガドリニウムイオンがカルシウムイ
オンの阻害剤となるのか検証する必要がある。今後は各有害物質に対してのハリタイヨウ
チュウの軸足の短縮や断片化、伸長について観察する必要がある。 
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項目 本研究 従来技術 
生物 
ハリタイヨウチュウ 細菌 
（硝化細菌） 
魚類 
（メダカ等） 
細胞 
※ヒトは真核細胞 
真核細胞 
  
原核細胞 真核細胞 
センサーの構成 
ハリタイヨウチュウを
付着したカートリッジ
とカメラ 
硝化細菌を固定した固
定化微生物膜と溶存酸
素電極 
魚類をいれた水槽とカ
メラ 
生物の反応の検出
方法 
行動（個体数）変化を
カメラでとらえて画像
処理で検出 
呼吸活性の変化を溶存
酸素電極で検出 
行動変化をカメラでと
らえて画像処理で検出 
応答時間 約20分 約30分 約80～120分 
検出可能物質 
塩化水銀 0.04mg/L、 
ヒ素 2.4ng/L 
シアン 0.65g/L 
トリクロロ酢酸等 
シアン 0.05mg/L、チラ
ウ ム  0.5mg/L、他 に
フェノール、アセトン
等 
重金属類の検出不可 
  
塩化水銀  1mg/L（ヤリ
タナゴ） 
シ ア ン 化 カ リ ウ ム 
0.02mg/L（メダカ）、
他にベンチオカーブ、
クロルニトロフェン等 
項目 本研究 従来技術 
バイオセンサーの
生物 
ハリタイヨウチュウ 細菌 
（硝化細菌） 
魚類 
（メダカ等） 
外形寸法（㎜） W400×D160×H200 W700×D700×H1180 W700×D700×H1800 
質量(kg) 
3kg（試薬類含む） 本体部：60kg、 
架台部：120kg(試薬類
含まず) 
120kg 
消費電力 50W以下 350W以下 500W以下 
価格 30万円以内 1000万円弱 580万円～ 
メンテナンス 
ハリタイヨウチュウ
カートリッジの交換、
調整液（人工海水等）
交換、装置の配管等の
洗浄等 
微 生 物 膜 の 交 換、
フィード液（アンモニ
ア等）の交換、装置の
配管等洗浄等 
メダカの飼育・給餌、
装置の水槽・配管等洗
浄等 
導入範囲 
簡易水道事業、専用水
道、ビ ル、マ ン シ ョ
ン、学校・病院等 
上水道事業の浄水場 上水道事業の浄水場 
表9-2 水質モニタリング用途のバイオセンサーの比較  
表9-3 水質モニタリング装置の比較  
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図9-1 水質モニタリング装置の設置個所の例 
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